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低 栄 養 細 菌 計 数 法 と してのi4C-MPN法
種 々の 海 域 にお け る低 栄 養 細 菌 の分 布 と基 質 利 用 特 性 ・
尾 鷲 湾,熊 野 灘 伊 勢 湾 と高 知 沖 海 域
種 々の 海 域 に お け る有 機 物 の 代 謝 活 性 に 関わ る
低栄養細菌
第5章
第1節 分 類 学 的 特 性
















米 国 のC.E.ZoBell博 士 に よ っ て 始 め ら れ た 海 洋 細 菌 の 研 究 は,ZoBel1
2216E培 地(OppenheimerandZoBel1,1952)とと も に 発 展 し て き た と
い っ て も過 言 で は な い.た だ,ZoBell2216E培地 の 有 機 物 濃 度 が,海 洋
の 大 半 を 占 め る 外 洋 ±或の 有 機 物 濃 度(ca.0.5mgC/1)の ほ ぼ10,000倍 に
も達 す る 高 濃 度 で あ る た め 疑 問 視 す る 向 き が な い わ け で は な か っ た.た
と え ば,Sieburth(1967)やFonden(1968)らは.ZoBell2216E培地
の5分 の1や10分 の1の 有 機 物 濃 度 の 培 地 を 用 い て,よ り高 い 計 数 値 が 得 ら
れ る こ と を 報 告 し た.も っ と も,そ れ ら の 有 機 物 濃 度 は.天 然 海 水 中 の
濃 度 よ り,ま だ 遙 か に 高 い も の で あ り,外 洋 域 に 存 在 す る細 菌 群。 特 に
そ の 大 部 分 を 占 め る 従 属 栄 養 細 菌 群 に 関 す る 従 来 の 研 究 は,い わ ゆ る 富
栄 養 細 菌 群 に 限 ら れ,真 の 外 洋 の 海 洋 細 菌 に つ い て は 全 く知 見 が な か っ
た と い え る.
外 洋 海 水 中 の 有 機 物 濃 度 は.溶 存 態 有 機 炭 素 量(DOC,DissolvedOr-
ganicCarbon)で0.35～0.7mgC/1と極 め て 希 薄 で あ る(Menzeland
Ryther,1970).しか も こ のDOCの 一 部 は 無 機 態 の 懸 濁 粒 子 に 吸 着 さ れ た
り して い て,実 際 に 細 菌 群 が 利 用 可 能 なDOC(BDOC,BioavailableDOC)
量 は 更 に 少 な い.BDOCの 推 定 値 は,研 究 者 に よ り様 々 で あ る,室 内 実 験
か ら算 出 し た最 も厳 し い 推 定 値 で は,DOCの6%で あ り(Gordonand
Millero,1985),現場 で の 実 験 か ら はDOCの20～50%と 推 定 さ れ て い る
(lshidaetal.,1977;Servaisetal..1987and1989).これ ら の
推 定 値 を 考 慮 す る と 外 洋 海 水 中 のBDOCは,20～350μgC/1と い う こ と に
な る.
従 来,こ の よ う に 有 機 物 濃 度 が 希 薄 な 外 洋 水 中 の 従 属 栄 養 細 菌 群 は,
そ の 大 部 分 が 休 眠 状 態(dormancy)また は 飢 餓 状 態(starvation)で存
在 して い て,増 殖 は し て い な い と さ れ て い た(Stevenson.1978;Morita
,1985).こ の 休 眠 状 態 ま た は 飢 餓 状 態 の 細 菌 が 増 殖 す る の は,有 機 懸
濁 物 な ど の 微 視 的 に 高 濃 度 の 有 機 物 環 境 に 遭 遇 し た と き で あ り(付 着 な
ど),そ の 有 機 物 を 消 費 し尽 くす と再 びBDOCの 希 薄 な 外 洋 水 中 で 飢 餓 状
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態 に 入 る と す る の で あ る(Wangersky,1977}.この 考 え 方 に 基 ず く と・
外 洋 水 中 で 懸 濁 物 に 付 着 して い る 従 属 栄 養 細 菌 は,全 体 の わ ず か0・1～4
%で あ る(Alldredgeeta1.,1986)から,従 属 栄 養 細 菌 の95%以 上
は 休 眠 状 態 ま た は 飢 餓 状 態 で 浮 遊 し て い る細 胞 か,死 滅 し た細 胞 と い う
こ と に な る.
外 洋 海 水 中 の 大 部 分 の 細 菌 が 休 眠 状 態 ま た は 飢 餓 状 態 と す る 考 え 方 が
生 ま れ た 大 き な 要 因 の ひ とつ は,ZoBell2216E培地 な ど の 寒 天 平 板 培 地
に よ る計 数 値(生 菌 数)が,顕 微 鏡 観 察 に よ る 計 数 値(総 菌 数)の
0.0001～0,1%程 度 に し か な ら な い こ とで あ る.こ の 総 菌 数 と生 菌 数 の
差 と し て,死 滅 し た 細 胞,休 眠 細 胞 そ し て 飢 餓 細 胞 の 存 在 が 強 調 さ れ た.
し か し,ZoBe112216E培地 の 有 機 物 濃 度(数gC/1)は 外 洋 海 水 中 のBDOC
の10,000倍 以 上 の 高 濃 度 で あ り,外 洋 海 水 中 で 増 殖 し て い る 海 洋 細 菌 に
と っ て こ の 濃 度 は 極 め て 過 酷 な 環 境 と い え る.と す る と,上 記 のZoBel1
2216E培 地 に は 増 殖 で き な い が,外 洋 海 水(BDOCの 最 低 濃 度 と し て ほ ぼ
20μgC・1'1)程 度 の 有 機 物 濃 度 に は 増 殖 で き る 従 属 栄 養 細 菌 群 が 存 在
し て い て も不 思 議 で は な い.こ の 様 な 観 点 か ら,外 洋 に お い て 優 勢 な 真
の 海 洋 細 菌 を検 出 す る た め に,低 栄 養 培 地 を 用 い た 様 々 な 細 菌 計 数 法 が
考 案 さ れ た,低 栄 養 培 地 に よ る培 養 計 数 法 で 一 般 的 な の は,有 機 物 を 添
加 し な い 濾 過 海 水 の み で 調 製 した 寒 天 平 板 培 地 を 用 い る コ ロ ニ ー 計 数 法
で あ る(CalucciandShimp,1974).この 方 法 は,Malloryeta1.(
1977)やYanagitaeta1.(1978)によ っ て も 用 い ら れ た.し か し,水
生 細 菌 の 計 数 に 固 体 の 寒 天 培 地 を 用 い る と,生 息 環 境 で あ る 液 層 か ら気
一 固 層 へ と 物 理 的 環 境 の 変 化 が 著 し い た め に,乾 燥 状 態 に 弱 い グ ラ ム陰
性 菌 が 主 体 を な す 水 生 細 菌 の 多 く は 増 殖 で き ず,計 数 値 の 減 少 が 予 想 さ
れ る.さ ら に,使 用 す る 寒 天(精 製 品)に は 多 量 の 低 分 子 量 の 炭 水 化 物
の ほ か,ニ ン ヒ ド リ ン 陽 性 物 質 と し て 数10mg/1が 含 ま れ て い る た め,見
か け 上 有 機 物 は 無 添 加 で あ っ て も,寒 天 培 地 を 用 い る 以 上,相 当 量 の 有
機 物 が 含 ま れ る こ と に な る.
天 然 水 中 の 細 菌 群 集 の 計 数 に 培 養 計 数 法 を 用 い る 場 合,用 い る 培 地 の
成 分 や 培 養 条 件 に よ っ て 選 択 圧 が か か り,生 き た 細 菌 の 全 て を 計 数 す る
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こ とが 出 来 な い こ と か ら,細 菌 群 集 の 正 常 な 姿 を 捉 え ら れ な い と す る否
定 的 な 意 見 も あ る.Brock(1987)は,寒 天 平 板 法 で は,固 体 表 面 で の 増
殖 能 力 の 高 い 細 胞 ば か りが 計 数 さ れ た り,天 然 環 境 中 で 休 眠 状 態 で あ っ
た 細 胞 が 寒 天 平 板 上 で コ ロ ニ ー を 形 成 す る 可 能 性 が あ る な ど の 理 由 を 挙
げ,培 養 計 数 法 は 無 意 味 で あ る と 断 言 して い る.し か し,生 菌 数 は 総 菌
数 と異 な り,環 境 水 の 有 機 栄 養 状 態 に よ く対 応 し て お り,環 境 水 の 状 態
や,細 菌 群 の 生 理 的 な 情 報 を 知 る 上 で 有 用 で あ る と す る 研 究 者 も 多 い(
VanEsandMeyer-Reil,1982;DelilleandBouvy,1989).すな わ ち,
微 生 物 生 態 学 に お い て,種 々 の 細 菌 を ひ と ま と め に して 生 物 体 量(bio-
mass)と し て 扱 う場 合 は,Brock(1987)の主 張 は 当 を 得 て い る.し か し,
一 言 で細 菌 と い っ て も 多 種 多 様 で あ り,そ れ ぞ れ が 種 々 の 役 割(niche)
を持 ち,環 境 の 変 化 に 対 し て 様 々 に 機 能 し て い る.そ の 機 作 を 解 明 す る
た め に は,個 々 の 細 菌 の 機 能 を 正 し く 把 握 し な け れ ば な ら な い.従 っ て,
生 き た細 菌 を で き る だ け 多 く見 い だ す 努 力 は 重 要 で あ り,そ の 手 段 と し
て 培 養 法 は 大 き な 意 味 を 持 っ.
近 年 で は,マ イ ク ロ オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ な どの 顕 微 鏡 観 察 に よ る 直
接 計 数 法 の 開 発 が 進 み,内 湾 域 の 海 洋 細 菌 の20～80%は,活 性 を 持 っ こ
と が 示 さ れ て い る(TaborandNeihof,1982).また,DNAの 前 駆 体 で あ
る3H一 チ ミ ジ ン の 取 り込 み 量 か ら細 菌 の 生 産 量 を 見 積 る 方 法 も 考 案 され,
細 菌 群 集 の 大 半 が 増 殖 して い る とす る 報 告 も あ る(FuhrmanandAzam,
1982).た だ,活 性 細 菌 の 大 半 は,呼 吸 は 行 っ て い る が 増 殖 は し て い な
い とい う指 摘 も あ る(Morita.1982).い ず れ に して も,こ れ ら 直 接 計
数 法 で は,細 菌 の 増 殖 能 力 や 生 存 能 力(viablity),栄養 物 に 対 す る反
応 や.細 菌 群 集 の 構 成 な ど の 生 理 学 的 情 報 を 得 る こ と は で き な い.
IshidaandKadota(1979)は,固体 培 地 で は な く液 体 培 地 を 用 い.
貧 栄 養 湖 水 な ど と 同 程 度 の 低 栄 養 培 地(ca.0.3mgC/1)を 用 い た 新 し い
培 養 計 数 法(14C-MPN法)を 考 案 し,従 来 の 培 養 法 の 欠 点 を 克 服 し よ う と
した.こ のi4C-MPN法 の 特 徴 は,従 来 の 高 栄 養 培 地 と 低 栄 養 培 地 を 併 用 す
る こ と で,有 機 物 濃 度 に 対 す る 反 応 の 違 い か ら,水 生 の 従 属 栄 養 細 菌 群
を 生 理 的 に 異 な る2つ の グ ル ー プ に 分 け て 計 数 す る こ と を 可 能 に し た 点 で
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あ る。 す な わ ち,従 来 の高 栄 養 培 地 に は増殖 す るが,低 栄 養培 地 に は増
殖 で きな い富 栄 養 細 菌 と,貧 栄養 湖 水 に相 当 す る低 栄 養 培 地 に増 殖 す る
低 栄 養細 菌 で あ る.低 栄 養細 菌 は,さ らに従 来 の高 栄 養 培 地 に増 殖 で き
な い もの を 偏性 低 栄 養 細 菌,増 殖 で き る もの を通 性 低 栄 養 細 菌 と暫 定 的
に定 義 して い る.更 に,i4C-MPN法 を 用 い た場 合,低 栄 養 培 地 で の 細 菌 の
増 殖 を確 認 す る ため に添 加 す る トレー サ ー レベ ルの14C一 有 機 物 の 種 類 を
変 え る こ と で,従 属 栄 養細 菌 群 の 持 つ 基 質 利 用 特 性 を 知 る こ とが で きる・
Ishidaetal,(1980)は,i4C-MPN法を用 い た琵 琶 湖北 湖 で の調 査 か ら,
貧栄 養 水 域 で は従来 の高 栄 養 培 地 で は 捉 え られ ない偏 性 低 栄 養 細 菌 が優
占 す る こ と を明 らか に した.
琵琶 湖 北 湖 な どの 貧栄 養 湖 にお い て は,低 栄 養 細菌 が 優 占 す る こ とが
明 らか に さ れ た.琵 琶 湖 北 湖 で の結 果 を考 慮 す る と,湖 水 よ りは る かに
有 機 物 の流 入 が少 な く,人 為 的 影響 の 少 な い 外 洋 域 に お い て は,当 然,
低 栄 養細 菌 が優 占 し,生 態 学 的 に重 要 な役 割 を担 って い る と推 定 で き る.
とこ ろが,外 洋 海 域 の低 栄 養 細菌 の存 在 に 関 す る知 見 は 未 だ な い.本 研
究 は,外 洋 域 にお け る低栄 養 細 菌 の存 在 とそ の 重要 性 を 明 らか に す る こ
と を 目的 と した.第1章 の 序論 に っ い で,第2章 で は。 琵 琶 湖 北 湖 よ りも
更 にBDOCが 少 な く低 栄 養状 態 と考 え られ る西 太 平洋,南 シナ 海,熊 野 灘
海 域,や 南 極 海 な どの 外 洋海 域 を 中心 に,現 場 海 水 の14C-MPN法 に よる細
菌 計 数 を行 い,従 来 の 高栄 養 培 地 に よ る培 養 計 数 法 との 比 較 を行 い なが
ら,14C-MPN法 の 有 効 性 と低栄 養細 菌 の 重 要 性 を明 示 した。 第3章 で は,
種 々の海 域 に お け低 栄 養 細菌 の 分 布 と その 基 質 利 用性 にっ い て検 討 を加
え た.第4章 で は,現 場 外洋 海 水 の基 質 取 り込 み 活 性 と低 栄 養 細 菌 群 との
関 係 につ い て考 察 し,物 質 循 環 に果 た す低 栄 養 細 菌 群 の 役 割 を 明 らか に
した.第5章 で は,純 粋 分 離 し た低 栄 養 細 菌 を 用 い て,現 場 で の14C-MPN
法 や基 質 取 り込 み活 性 測 定実 験 か ら得 られ た外 洋 海 水 中 の低 栄 養 細 菌群
の持 っ 生 理 ・生 態 学 的 特 性 を検 証 し,そ の生 存 戦 略 にっ いて 考 察 を行 っ
た.
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第2章 低 栄 養細 菌 計 数法 と して のi4C-MPN法
緒 言
細 菌 の 計 数 法 に は,大 別 し て 直 接 計 数 法 と 培 養 計 数 法 が あ る,直 接 計
数 法 に よ り得 られ る 細 菌 数(総 菌 数)に 比 べ て,培 養 計 数 法 に よ り得 ら
れ る 細 菌 数(生 菌 数)が 非 常 に 少 な い こ と は 周 知 の こ と で あ る.確 か に,
細 菌 群 を 生 物 体 量(biomass)と し て ま と め て 扱 う場 合,総 菌 数 は 価 値 あ
る情 報 を 提 供 す る.し か し,生 態 系 に お い て,ど の 様 な 種 類 の 細 菌 が,
ど の 様 な 機 能 を 果 た し て い る か な ど の 情 報 を,総 菌 数 の み か ら 得 る こ と
は で き な い.し た が っ て,海 洋 生 態 系 の 細 菌 群 の 生 理 学 的,生 化 学 的 情
報 を 得 る た め に は,各 細 菌 を 培 養 法 に よ り計 数 す る こ と が 不 可 欠 に な る.
本 研 究 で は,貧 栄 養 湖 の 低 栄 養 細 菌 群 を 計 数 す る た め に 考 案 さ れ た
i4C-MPN法(IshidaandKadota,1979;Ishidae七al.,1980)を海 洋 に
適 用 し て 実 験 を 行 っ た.i4C-MPN法 で は,固 体 培 地 で は な く液 体 培 地 を 用
い,天 然 湖 水 と 同 程 度 の 低 濃 度 有 機 物 培 地 を 用 い る こ と で,従 来 の 培 養
法 の 欠 点 を 克 服 し よ う と し て い る.こ こ で は,有 機 物 濃 度 が 外 洋 水 と 同
程 度(ca.0.3mgC・1'i)の 海 水 培 地 を 用 い たi4C-MPN法 に よ り,各 種 海
域 で 従 属 栄 養 細 菌 を 計 数 し,本 法 が 外 洋 域 の 従 属 栄 養 細 菌 の 計 数 法 と し
て 有 効 で あ る こ と,そ の 主 要 な も の が 低 栄 養 細 菌 に よ っ て 占 め ら れ て い
る こ と を 明 ら か に し よ う と し た.
材料及び方法
計 数 用 試 料 を 採 取 し た 海 域,採 取 時 期,用 い た 培 養 計 数 法 な ど は.次
の と お り で あ る.尚,培 養 計 数 法(14C-MPN法,DC-MPN法,T-MPN法,寒
天 平 板 法)に っ い て は 後 述 す る.
尾 鷲 湾(Stns.AとB,第3章 第1節Fig.3-1参 照):1982年4月(14C-MPN
法 とT-MPN法),1983年5月(14C-MPN法 とT-MPN法),1984年4月(14C-
MPN法,T-MPN法,DC-MPN法,及 び 寒 天 平 板 法).
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熊 野 灘 海 域(Stns.CとD,Fig.3-1参 照):1982年4月(i4C-MPN法 とT-
MPN法),1982年9月(14C-MPN法 とT-MPN法).1983年5月(14C・-MPN法 とT-
MPN法),1984年4月(i4C-MPN法.T-MPN法,DC-MPN法,及 び 寒 天 平 板 法)・
高 知 沖:1982年6月(i4C-MPN法 とT-MPN法).
西 太 平 洋 と 南 シ ナ 海:1981年10～11月(14C-MPN法,T-MPN法 ・ 及 び 寒 天
平 板 法).
南 極 海:1983年11月 ～1984年2月(14C-MPN法 とT-MPN法)・
浦 神 湾:1985年11月(DC-MPN法,T-MPN法 及 び 寒 天 平 板 法),1986年8月
(DC-MPN法,T-MPN法及 び 寒 天 平 板 法).
田 辺 湾:1987年7月(DC-MPN法,T-MPN法 及 び 寒 天 平 板 法).
細 菌 の 計 数 方 法
海 水 試 料 中 の 従 属 栄 養 細 菌 の 計 数 はi4C-MPN法(lshidaetal..1980)
とDc-MPN法 に よ り 行 っ た.操 作 手 順 をFig.2-1に 示 す.14c-MPN法とDc-
MPN法 は2種 類 の 培 地(ST10-1培 地 とSTIO'4培 地)を 併 用 し て 細 菌 の 計 数
を 行 う.STIO'4培 地 は11の 熟 成 海 水(ASW,AgedSeaWater)に0.5mg
の カ ゼ イ ン ペ プ ト ン(Trypticase.BBL社 製)と0.05mgの 酵 母 エ キ ス
(Difco社 製)を 添 加 し て 調 製 す る.STIO'1培 地 は11のASWにTrypicase
(BBL)o.5gとo.05gの 酵 母 エ キ ス(Difco)を 添 加 し て 調 製 す る.sT
10-1培 地 は 従 来 か ら 用 い ら れ て い るZoBel12216E培地 の 有 機 物 濃 度 の 約
1/10程 度 の 高 濃 度 有 機 物 培 地 で あ り,STIO'q培 地 の 有 機 物 濃 度 はSTIe-1
培 地 の1/1000倍 と 薄 く,天 然 の 外 洋 海 水 と 同 程 度 で あ る,
STIO-i培 地 で は 細 菌 の 増 殖 の 有 無 を 直 接 濁 り に よ り確 認 す る.ST10『4
培 地 で は 培 地 中 の 有 機 物 濃 度 が 低 い た め 細 菌 は 濁 る ほ ど 増 殖 し な い,そ
こ で,i4C-MPN法 で は,ST10-4培 地 に 極 微 量 の14C一 有 機 化 合 物 を 添 加 し
(i4C-STIO"'4培 地)tそ の 取 り込 み に よ り細 菌 の 増 殖 を 確 認 す る.添 加
し た14C一 有 機 化 合 物 の 種 類 と 比 活 性 は 次 の と お り で あ る:L-[14C(U)]一
グ ル タ ミ ン 酸(282.OmCi・mmol"i),[14C(U)1一 グ リ シ ン(113.OmCi・
mmol-1).L[14C(U)ユーロ イ シ ン(337.1mCi・mmol"1)tL[14C(U)]一 プ















































D-[14C(U)]一 グ ル コ ー ス(358.6mCi・mmo1-1),[1-・i4C]一グ リ コ ー ル 酸
(8・8mCi・mmol'i).各 種14C一 有 機 化 合 物 を20nCiず っ 各 試 験 管(ST
10"4培 地5ml入 り)に 添 加 し,オ ー ト ク レ ー プ 処 理(121℃,15min)
し て 実 験 に 使 用 し た.DC-MPN法 で は,ST10-4培 地 を そ の ま ま オ ー ト ク レ
ー プ で 滅 菌 し て 使 用 し た.
使 用 し た 熟 成 海 水(ASW)は.外 洋 海 域(水 深30～50m)で 採 取 し た 海
水 をGF/Cガ ラ ス フ ィ ル タ ー(450℃,1h燃 焼 済 み,Whatman社 製)で 濾
過 し.十 分 に 洗 浄 し た101の ガ ラ ス ボ ト ル に 入 れ,室 温 暗 所 で1ケ 月
以 上 放 置 し て 調 製 し た.培 地 調 製 の 際 は,こ の 熟 成 海 水 を 孔 径0.22μm
の メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー(Millipore社 製)で 濾 過 し て 使 用 し た.
各 希 釈 段 階 の 試 料 を 接 種 し たST10-1培 地 とi4C-STIO'4培 地(ま た はST
10-4培 地)を そ れ ぞ れ2週 間 と4週 間20℃ で 培 養 後,5本 立 の 最 確 数(MPN
,MostProbableNumber)を 算 出 し た(Fig.2-1).14C-STIO"4培 地
(ま た はSTIO'4培 地)中 で の 細 菌 増 殖 の 検 定 に 先 立 ち,各 試 験 管 の 培 養
液 約0.5mlを そ れ ぞ れ 新 た に 調 製 し たST10-1培 地 に 無 菌 的 に2次 接 種 し
た.こ の2次 接 種 操 作 を 行 っ た 後,14C-MPN法で は,各 試 験 管 のi4C-ST
10-4培 養 液(ca.5m1)を そ れ ぞ れ 孔 径0.22μmの メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ
ー 上 に 流 し 込 み ,培 養 液 中 の 細 菌 を フ ィ ル タ ー 上 に 捕 集 し た.こ の フ ィ
ル タ ー を 滅 菌 入 工 海 水 約5m1で3回 以 上 洗 浄 し,フ ィ ル タ ー を 赤 外 線 ラ
ン プ で 直 ち に 乾 燥 し た 後,ト ル エ ン 系 液 体 シ ン チ レ ー タ ー(POPOPO .lg
,DPO4.Ogintoluene11)5m1含 有 の ガ ラ ス バ イ ア ル に 入 れ,液 体 シ
ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー(ALOKALSC502ま た はPackardTri-CARB
Mode12425)で フ ィ ル タ ー 上 に 捕 集 し た 放 射 線 量(dpm)を 測 定 し た.最
確 数 は,dpm値 が 空 試 験 値(30dpm)の3培 以 上 の 試 験 管 を 陽 性 と し て 算
出 し た.DC-MPN法 で は,培 養 液(ca.5ml)を 蛍 光 染 色 剤(DAPI,4'
,6-diamidino-2-phenylindoユe)で染 色 し,0.2μmヌ ク レ オ ポ ア フ ィ ル
タ ー に 濾 過 し て,落 射 型 蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 し,確 認 し た(Poterand
Feig,1980).培 養 液 中 の 細 菌 数 が105cells・m1以 上 に 達 し た 試 験 管
を 陽 性 と し た.
Fig.2-1に 示 す よ う に,STlo'4培 地 を 用 い て 得 ら れ る 計 数 値(14c一
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MPNとDC-MPN)は"全低 栄 養 細 菌 数(FO+00)"を 示 し,こ の 培 地 の 培 養
液 をSTIO"i培 地 に2次 接 種 し て 得 ら れ る 計 数 値(2nd-T-MPN)は'`通性 低
栄 養 細 菌 数(FO)"に 相 当 す る・ 試 料 水 を 希 釈 し て 直 接ST10-1培 地 に 接
種 し て得 ら れ る計 数 値(T-・MPN)は,"富 栄 養 細 菌(E)"と"通 性 低 栄
養 細 菌(FO)"を 合 計 し た 計 数 値 に な る。 従 っ て,iqc-MPN値(また は
DC-MPN値)か ら2nd-T-MPN値 を 差 し 引 い た数 が"偏 性 低 栄 養 細 菌(00).●
の 計 数 値 に な り,T-MPN値 か ら2nd-T-MPN値 を差 し 引 い た 数 が 一'富栄 養 細
菌(E)"数 に 相 当 す る."全 従 属 栄 養 細 菌(totalheterotrophs)"数
は"偏 性 低 栄 養 細 菌"."通 性 低 栄 養 細 菌","富 栄 養 細 菌"を 合 計 し
た もの に な る.
寒 天 平 板 培 養 法 は,試 料 海 水 を 滅 菌 し たASWで 適 当 に 順 次10倍 希 釈 し,
塗 抹 法 に よ り行 っ た.各 希 釈 段 階 で3枚 ず つ の 寒 天 平 板 を 使 用 し た,用 い
た 培 地 は,STIO"i培 地 に 寒 天(BactAgar,Difco社製)を 濃 度 が1.5%
に な る よ う に 添 加 し て 調 製 し た.培 養 は20℃ で2週 間 行 い,出 現 し た コ ロ
ニ ー を 計 数 し た.
直 接 計 数 用 の 試 料 は,採 取 後 直 ち に 船 上 で グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ドを 添
加(最 終 濃 度0.5～1%)し て 固 定 し,DC-MPN法 と 同様 の 手 順 でDAPIで 染
色 し,落 射 型 蛍 光 顕 微 鏡 で 計 数 し た.
結 果
1983年4月 に 熊 野 灘i(Stn.D)と尾 鷲 湾(Stn.A)に お い て 行 っ た 有 機 物
濃 度 の 異 な る3種 類 の 液 体 培 地 を 用 い たMPN法 の 計 数 結 果 をTable2-1に 示
し た.STIOe培 地 は 海 洋 細 菌 の 計 数 に 常 用 さ れ るZoBell2216E培地 と 同 程
度 の 有 機 物 濃 度(ca,3gC・1-1)で あ り,ST10-1培 地 は そ の1/10の 有 機
物 濃 度,14C-STIO'4培 地 は1/10,000の 有 機 物 濃 度 で あ る.Stn.Aで は 計
数 値 がSTIOe<ST10-1ニ14C-ST10-4の 順 に な り,Stn.Dで はSTIOe〈
ST10-1<i4C-・STIO"4(p=0.05)とな っ た.
1981年10～11月 の 西 太 平 洋,南 シ ナ 海 か ら1987年7月 の 田 辺 湾 ま で,高




















用 し て 行 っ た す べ て の 培 養 計 数 実 験 の 結 果 をFig.2-2に ま と め た.Fig.
2-2aは 有 機 物 濃 度 が 高 い(ca.300mgC・1'i)固 体 培 地(寒 天 平 板 法,
PC値)と 液 体 培 地(T-MPN法)を 用 い て 同 一 試 料 の 計 数 を 行 っ た 場 合 の 関
係 を 示 し た グ ラ フ で あ る.PC値 とT-・MPN値 は 高 い 正 の 相 関(r・O.96)を示
し,Yニ0.92X-0.49の一 次 回 帰 直 線 を 得 た.例 え ば,X・2(=T-MPN値 ・102
cells・m1-1)の と き,Y・1.35(・PC値 ≒10℃ells・ml-1)と な り,寒 天
平 板 法 に よ る 計 数 値 が 液 体 培 地 を 用 い たT-MPN法 の 計 数 値 よ り1桁 ほ ど 低
く な る.X・5(・105cells・m1-1)の 場 合,Y=4.11(≒104cells・ml-1)
に な り,細 菌 数 が 多 い 海 域 で も,寒 天 平 板 法 に よ る 計 数 値 がT-MPN法 に よ
る 計 数 値 よ り も1桁 近 く 低 い こ と を 示 す.
Fig.2-2bに は 同 じ 液 体 培 地 で も,高 濃 度 有 機 物 培 地 を 用 い た 場 合(T
-MPN法)と 外 洋 海 水 と 同 程 度 の 低 濃 度 有 機 物 培 地 を 用 い た 場 合(14C-
MPN法 とDC-MPN法)の関 係 を 示 し た.Fig.2-2aと 同 様 にT-MPN値 と14C-
MPN値(DC-MPN値 も 含 む)の 間 に も 高 い 正 の 相 関(r・O.91)を 認 め,
Y・0.67X+1.63の 直 線 式 に 回 帰 し た.X・2(・T-MPN値・102cells・ml-1)の
と き,Y=2.97(=14C-MPN値 ≒103cells・m1-」)と な り,1aC--MPN値 が
T-MPN値 よ り1桁 高 く な っ た.し か し,X・5の と き,Y=4.98と ほ ぼ 等 し く な
り,細 菌 数 が 多 い 海 域 で は,T-MPN値 とiAC-・MPN値(DC-MPN値)に有 為 な
差 は 生 じ な い こ と を 確 認 し た.
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機 物 培 地(STIO-q培 地)で は,濁 りが 生 じ な い の で ト レ ー サ ー レ ベ ル の
14C一 有 機 物 を 培 地 に 添 加 す る こ と で,細 菌 の 増 殖 を 確 認 す る.そ の 際
添 加 す る14C一 基 質 の 種 類 を 変 え る こ と で,各 基 質 毎 に 利 用 す る細 菌 数 を
得 る こ と が で き る.し か し,低 濃 度 有 機 物 培 地 に 増 殖 で き る 全 低 栄 養 細
菌 の 数 を 求 め る 場 合,ど の14C一 基 質 が 全 低 栄 養 細 菌 の 計 数 に 優 れ て い る
か が 問 題 に な る.そ こ で1984年 の 熊 野 灘 と尾 鷲 湾 の 実 験 で は,試 水 を 接
種 し たi4C-MPN法 の 各 試 験 管 の 培 養 液(ca.5m1)の半 量 を0.22μmミ リポ
ア フ ィル タ ー に 濾 過 し て14C-MPN値 算 出 に 使 い,残 りの 半 量 をDAPIで 染 色
後,0.2μmヌ ク レオ ポ ア フ ィル タ ー に 濾 過 し て 直 接 計 数 を 行 い,DC-MPN
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14C一 グ ル タ ミ ン 酸,14C一 グ ル コ ー ス,14C一 グ リ シ ン,14C一 グ リ コ ー ル 酸,
14C一 タ ン パ ク 加 水 分 解 物)の す べ て の 希 釈 段 階 の 試 験 管 の 培 養 液 に っ い
て14C・一有 機 物 の 取 り込 み 量(dpm・ml-1)と総 菌 数 を算 出 し,縦 軸 に 総 菌
数(cells・ml"i),横 軸 に1ml当 りのdpm値 を と りプ ロ ッ ト し た の がFig
.2-3で あ る.Fig.2-3aはす べ て の 培 養 試 験 管 の 値 を 示 し,Fig。2-3b
はdpm値 が0～500の 範 囲 を 拡 大 して 表 し た も の で あ る.Fig.2-3bで
×3及 び ×5はi4C-MPN値 の 算 出 に 際 して,各 試 験 管 の 陽 性 と陰 性 を 判 定 す
る 基 準 値 を 示 し,×3は 空 試 験 値 の3倍,x5は 空 試 験 値 の5倍 の 値 を 示 す.
尚,本 研 究 で は 空 試 験 値 の3倍 を 越 え た も の を 陽 性 と判 定 し た.DC-MPN法
の 場 合 は,試 験 管 中 の 総 菌 数 が105ce!ls・m1-1以 上 の も の を 陽 性 と判 定
し た。 そ の 根 拠 は,細 菌 細 胞 当 りの 有 機 炭 素 量 を1.0～5.6×10-13gC・
cell"i(Bratbak,1985)とす る と,低 濃 度 有 機 物 培 地 中 の 有 機 物 約0.3
mgC・1-1を,呼 吸 消 費 を 無 視 して,完 全 に 細 胞 構 成 物 と し て 利 用 し尽 く
し た と し た ら,到 達 す る 細 胞 収 量 が105～106cells・ml-1であ る こ と に よ
る.
1984年4月 に 熊 野 灘(Stn.D)で 水 深 別 に行 っ た,各 種 培 養 計 数 法 及 び
直 接 計 数 法 の 計 数 結 果 をFig.2-4に 示 し た.こ こ で の14c-MPN値 は14c一 タ
ン パ ク加 水 分 解 物 を 用 い た場 合 の 計 数 値 で あ る.直 接 計 数 法 に よ る計 数
値 は,表 層 海 水 で 最 も多 く(L4×106cells・ml'i).水深 と共 に 徐 々 に
減 少 す る も の の,水 深2,000mで も2.0×105cells・mr1であ り,大 き な
変 化 は な か っ た.培 養 計 数 法 の 計 数 値 は 直 接 計 数 法 よ り,高 濃 度 有 機 物
培 地 を 用 い たT-MPN値 で2～3桁,外 洋 海 水 と 同 程 度 の 低 濃 度 有 機 物 培 地 を
用 い たi4C-MPN値,DC-MPN値で1～2桁 低 く な っ た.し か し,直 接 計 数 法 に
よ る計 数 値 と異 な り,水 深 に と も な い 様 々 な 変 化 を 見 せ た.表 層(0.5
m)及 び75～1,000m層 は,DC-・MPN=i4C-MPNとな り,全 低 栄 養 細 菌 が タ ン
パ ク加 水 分 解 物 を 利 用 し た が,10m層 や2,000m層 で はDC-MPN>14C-MPN
に な り,低 栄 養 細 菌 は タ ン パ ク 加 水 分 解 物 を あ ま り利 用 し な か っ た.ま
た,T-MPNと の 比 較 か ら,表 層(0.5m),10m層そ し て2,000m層 は,偏
























海 洋 生 態 系 に お け る 従 属 栄 養 細 菌 の 研 究 は,総 菌 数 や 生 物 体 量 が 明 ら
か に な る 直 接 検 鏡 法(直 接 計 数 法)の 開 発 だ け で な く,生 菌 数 の 計 数 が
可 能 な培 養 計 数 法 に 負 う と こ ろ が 大 き い.細 菌 群 の 分 類 学 的 特 性 や 生 理
学 的 側 面 を 明 らか に で き る 点 で 培 養 法 は 有 効 で あ る が,寒 天 平 板 法 な ど
に 代 表 さ れ る 培 養 法 の 致 命 的 な 欠 点 は 総 菌 数 の ご く一 部 の 細 菌 し か 計 数
で き な い 点 で あ る(VanEsandMeyer-Reil,1982).本章 で は.使 用 す
る培 地 の 有 機 物 濃 度 を 外 洋 海 水 レベ ル に 下 げ,液 体 培 地 を 用 い る こ とで,
培 養 計 数 法 の 欠 点 を 克 服 し,利 点 を 生 か そ う と し た14C-MPN法 とDC-MPN法
の 有 効 性 を 従 来 の 培 養 計 数 法 と 比 較 し な が ら検 討 し た.
海 洋 細 菌 を 培 養 法 で 計 数 す る 際,培 地 の 物 理 的 条 件 が 計 数 値 に 大 き く
影 響 す る.通 常 用 い られ て い る 高 濃 度 有 機 物 培 地 を 用 い て も,固 体 培 地
の 場 合(寒 天 平 板 法)と,液 体 培 地 の 場 合(MPN法)で は,海 域 を 問 わ ず
常 に 液 体 培 地 を 用 い た 計 数 値 の 方 が10倍 ほ ど高 く な る(Fig.2-2a).海
水 中 を 通 常 の 生 息 域 と す る 従 属 栄 養 細 菌 群 に と っ て,寒 天 平 板 上 は 酸 素
分 圧 が 高 す ぎ た り,表 面 張 力 が 大 き す ぎ る と い っ た こ と が そ の 原 因 と考
え ら れ る(VanEsandMeyer-Rei1,1982).
同 じ液 体 培 地 に よ るMPN法 で も,通 常 の 高 濃 度 有 機 物 培 地 を 用 い た 場 合
と,外 洋 海 水 と 同 程 度 の 低 濃 度 有 機 物 培 地 を 用 い た 場 合 で は,液 体 培 地
と 固 体 培 地 の 比 較(Fig,2-2a)とは ま た 異 な る 様 相 を 呈 した(Fig.2-2b)
.外 洋 域 の よ う に 海 水 中 の 従 属 栄 養 細 菌 の 少 な い(10i～103cells・
m1-1)場 合 は,低 濃 度 有 機 物 培 地 を 用 い た計 数 値(14C-MPN値)が高 濃 度
有 機 物 培 地 に よ る 計 数 値(T-MPN値)の10倍 高 い 値 を 示 し た が,内 湾 域 の
よ う に 従 属 栄 養 細 菌 の 多 い(>105cells・m1-1)海域 で はi4C-MPN値 と
T-MPN値 に 有 意 な 差 は な か っ た.直 接 計 数 法 に よ る総 菌 数 と培 養 計 数 法 に
よ る 生 菌 数 の 間 に 大 き な 差 が 生 ず る 原 因 と して 様 々 な こ と が 指 摘 さ れ て
い る が(VanEsandMeyer-Reil.1982),その 中 で も培 地 の 有 機 物 濃 度
は 特 に 重 要 な 点 で あ る.Fig,2-2で は 培 養 法 に 用 い る培 地 の 有 機 物 濃 度
の 重 要 性 を 改 め て 明 ら か に し,有 機 物 濃 度 の 低 い 液 体 培 地 を 用 い る14C一
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MPN法 やDC-MPN法 が 海 洋,特 に 外 洋 域 の 従 属 栄 養 細 菌 の 計 数 に 有 効 で あ る
こ と を確 認 し た.
MPN法 に よ る計 数 を 行 う 際 に 問 題 に な る の は,各 培 養 試 験 管 中 の 細 菌 の
増 殖 の 有 無 を 判 定 す る 基 準 で あ る.i4c-MPN法 で は 細 菌 の 増 殖 の 有 無 を 極
微 量 添 加 し た トレ ー サ ー レベ ル の14C一 有 機 物 の 細 菌 へ の 取 り込 み に よ り
判 定 す る.本 研 究 で 陽 性 と判 定 し た 培 養 試 験 管(>90dpm・m1-1)の 内,
細 菌 数 が105cells・mr1以 上 に な っ て い た の は 全 体 の95%以 上 に 達 し た・
従 っ て,14C-MPN法 で は試 料 中 の 細 菌 数 を 過 大 評 価 す る こ と は な い と 考 え
る.dpm値 が90未 満 の 試 験 管(112本)の う ち,105cells・ml'i以上 に 細
菌 が 増 殖 し て い た の は13%以 上 あ り,高 い 頻 度 を 示 し た.こ れ は.培 地
に 添 加 す る14C一 有 機 物 の 種 類 に よ る と こ ろ が 大 き く.こ の 特 徴 を 応 用 し










































1984年4月 の 熊 野 灘(Stn』)で,14C一 グ リ シ ン と14C一 グ リ コ ー ル 酸 を
使 っ た 場 合 の 例 をTable2-2に 示 す.14C一 グ リ シ ン で は,ラ ジ オ ア イ ソ ト
ー プ の 取 り 込 み が 陽 性 の 試 験 管 は す べ て 細 菌 数 が105cells・m1-1以上 で
あ り,14C-MPN値=DC-MPN値(=1.3×104cells・m1"1)と な る.同 じ 試
料 の14C一 グ リ コ ー ル 酸 の 場 合.DC-MPN値 は3.3×103cells・m1-1であ り,
14C一 グ リ シ ン の14C-MPN値(=DC-MPN値)と 有 意 な 差(p=0 .05)を 認 め
な か っ た.と こ ろ が,14C一 グ リ コ ー ル 酸 の14C-MPN値 は4.5×102cells・
ml-1で あ り,グ リ シ ン のt4C-MPN値(=DC-MPN値)や,グ リ コ ー ル 酸 の
DC-MPN値 よ り低 く な っ た(p=0.05).こ れ はTable2-2に 示 し た よ う に
dpm値 が 陰 性 で 細 菌 数 が 陽 性 に な る,(dpm値,細 菌 数)=(45,1.0×
106),(64,2.8×106),(43,1.9×106)と い っ た 試 験 管 が 出 現 す る
か ら で あ る.従 っ て,i4C-MPN法 に よ り 熊 野 灘(Stn.D)の 表 層 海 水 中 の
従 属 栄 養 細 菌 群 は グ リ コ ー ル 酸 よ り も グ リ シ ン を よ く 利 用 す る と い う 生
理 学 的 な 情 報 を 得 る こ と が で き る.
14C-MPN法(14C一タ ン パ ク 加 水 分 解 物 使 用) 。DC-MPN法,T-MPN法,直
接 計 数 法(DAPI染 色)の 細 菌 計 数 値 の 比 較 を 行 っ た(Fig.2-4).表層
(0.5m)か ら2,000m層 ま で 直 接 計 数 値 は106cells・ml-1前後 で,水 深
に よ る 大 き な 変 化 を 示 さ な か っ た の に 対 し て,培 養 計 数 法 に よ る 計 数 値
は 様 々 な 変 化 を 見 せ た 。 表 層 水(0.5m)で は,T-MPN値 と14C-MPN値,
DC-MPN値 の 間 に 有 意 な 差(p=0.05)を認 め た.こ れ は 従 属 栄 養 細 菌 群 に
占 め る 低 栄 養 細 菌,特 に 偏 性 低 栄 養 細 菌 の 割 合 が 高 い こ と を 示 す.基 質
利 用 性 に 関 し て は,14C-MPN値=DC-MPN値 と な っ た こ と か ら,ほ ぼ す べ て
の 従 属 栄 養 細 菌 群 が タ ン パ ク 加 水 分 解 物 を 利 用 し た と い え る.10m層 で
は 統 計 的 に 有 意 な 差(p=0.05)を 持 っ てT-MPN値 くi4C-MPN値 くDC-MPN値
と な っ た.14C-MPN値 とDC-MPN値 の 違 い は,前 述 し た よ う に 添 加 し た1ac
一有 機 物 の 種 類 に よ る.T-MPN値 が 低 い の は,0。5m層 と 同 様 偏 性 低 栄 養
細 菌 が 優 占 し て い る た め で あ ろ う.75m層 か ら1,000m層 ま で は,培 養 計
数 法 の 違 い に よ る 計 数 値 の 差(p=0.05)は な か っ た が,T-MPN値 が14C-
MPN値 やDC--MPN値 よ り 高 く な る こ と は な く,低 栄 養 細 菌 の 中 で も 通 性 低 栄
養 細 菌 の 存 在 が 大 き い こ と を 示 す.2,000m層 で はDC-MPN値 がT-MPN値,
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14C.MPN値 よ ら有 意 な 差(P=0.05)を 持 っ て 高 くな り.偏 性 低 栄 養 細 菌
が 優 占 す る と 同 時 に,従 属 栄 養 細 菌 群 の 基 質 利 用 性 が 表 層(0.5m)と は
異 な る こ と を確 認 し た.
こ の 様 に,低 濃 度 有 機 物 培 地 を 用 い た14C-MPN法 は,従 来 の 培 養 計 数 法
で は 捉 え ら れ な か っ た,海 洋 で 優 占 す る 低 栄 養 細 菌 群 の 計 数 を 可 能 に し,
直 接 計 数 法 で は 得 られ な い,海 水 中 に 生 息 す る 従 属 栄 養 細 菌 群 の 様 々 な
生 理 学 的,分 類 学 的 情 報 を 提 供 す る こ と が 明 ら か に な っ た.
摘 要
(1)海 洋 細 菌 を 計 数 す る場 合,同 じ高 栄 養 培 地(ca.300mgC/1)を用
い て も,液 体 培 地(MPN法)に よ る計 数 値 が,常 に 固 体 培 地(寒 天 平 板 法)
に よ る計 数 値 よ り約10倍 高 く な っ た.
(2)細 菌 数 の 多 い(≧105cells・ml1)内湾 水 域 で は,液 体 の 低 栄 養 培
地(ca.0.3mgC/1)に よ る計 数 値(14C-MPN値)と,高 栄 養 培 地 に よ る
計 数 値(T-MPN値)に 差 は な か っ た.と こ ろ が,外 洋 域(10i～104cells
・ml'i)で は,i4C-MPN値 がT-MPN値 よ り も10倍 高 い 値 を 示 し た.
(3)14C-MPN法 とDC-MPN法 に よ る 計 数 実 験 を 同 じ試 料 に つ い て 行 っ た結
果,14C-MPN法 で は 使 用 す る ト レ ー サ ー レベ ル の14C一 基 質 を 変 え る こ とで,
現 場 の 細 菌 群 の 持 つ 基 質 利 用 特 性 知 る こ と が 可 能 に な る こ と を 明 らか に
し た.
(4)以 上 の こ とか ら,有 機 物 濃 度 の 低 い 液 体 培 地 を 用 い る14C-MPN法 や
DC-MPN法 は,従 来 の 培 養 計 数 法 で は 捉 え る こ と の で き な か っ た,外 洋 海
水 で 優 占 す る低 栄 養 細 菌 群 の 計 数 を 可 能 に し,そ の 様 々 な 生 理 学 的,分
類 学 的 情 報 を 提 供 す る こ と が 明 ら か に な っ た.
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第3章 種 々の海域における低栄養細菌の分布 と基質利用特性
緒 言
前 章 に お い て,外 洋 域 の 従 属 栄 養 細 菌 を 計 数 す る た め に,低 濃 度 有 機
物 培 地 を 用 い るi4C--MPN法(ま た はDC-MPN法)が 有 用 で あ る こ と を 示 し た.
本 章 で は,内 湾 域 の 尾 鷲 湾,伊 勢 湾,浦 神 湾 と 田 辺 湾,外 洋 域 の 熊 野 灘
高 知 沖,西 太 平 洋,南 シ ナ 海 と 南 極 海 の 各 海 域 を対 象 と し て,14C-MPN法
(ま た はDC-MPN法)を 用 い て 従 属 栄 養 細 菌 の 計 数 を し,偏 性 低 栄 養 細 菌,
通 性 低 栄 養 細 菌,と 富 栄 養 細 菌 の 分 布 を 調 べ た.さ らに,そ れ ら の 基 質
利 用 特 性 を 明 ら か に し よ う と し た.
第1節 尾 鷲 湾,熊 野 灘.伊 勢 湾 と高 知 沖海 域
材料および方法
試 料 の 採 取
尾 鷲 湾,熊 野 灘 海 域 で の 海 水 試 料 の 採 取 は,練 習 船 勢 水 丸(三 重 大 学
所 属)の 次 の4回 の 研 究 航 海 に乗 船 し て 行 っ た:82-R-2次 航 海(1982年
4月),82-R-9次 航 海(1982年9月),83-R-2次航 海(1983年5月),84-
R-2次 航 海(1984年4月).高 知 沖 の 黒 潮 安 定 暖 水 塊 を 中 心 に し た 海 水 試
料 の 採 取 は,研 究 船 白 鳳 丸(東 京 大 学 海 洋 研 究 所 所 属)のKH-82-3次 航 海
(1982年6月)に 乗 船 し て 行 っ た.伊 勢 湾 で の 採 水 は,調 査 船 勢 水 丸(三
重 大 学 所 属)に 乗 船 し て1981年7月 に 行 っ た.
採 水 を 行 っ た 尾 鷲 湾 と熊 野 灘 の 測 点 をFig.3-1に 示 す.表 層 海 水
(0。5m層)は,予 め 加 熱 処 理(450℃,1h)をし て 有 機 物 の 除 去 お よ び
滅 菌 を 施 し た1,000ml一 ガ ラ ス ボ トル(Wheton社 製)を 用 い て 採 取 し た.
採 取 し た 海 水 試 料 は す べ て 実 験 に 供 す る ま で の 間,船 上 で5℃ に 保 っ た・
14C-MPN法 に よ る 計 数 実 験 の た め の 接 種 操 作 は。 採 水 後30分 以 内 に 開 始 し




























に 装 着 し た ニ ス キ ン採 水 器 で 採 取 し,船 上 で 上 述 の 滅 菌 ガ ラ ス ボ トル に
移 し た.高 知 沖 の0.5m層 以 深 の 採 水 は,"Butterfly"型バ ク テ リ ア サ
ン プ ラ ー(Niskin社 製)を 用 い て 行 っ た.
海 水 試 料 中 の 従 属 栄 養 細 菌 の 計 数 はi4C--MPN法 とT-MPN法(第2章材 料
及 び 方 法 参 照)に よ り行 っ た。
海 水 中 の 溶 存 態 遊 離 ア ミ ノ 酸(DFAA.DissolvedFreeAminoAcids)の
測 定
1984年4月 の 尾 鷲 湾(Stn.A),熊野 灘(Stn.B),高 知 沖(Stns.B1,
C1とFM5-1)及 び 南 極 海 域(Stns.4,5,7)の表 層 海 水(0.5m層)中
の 溶 存 態 遊 離 ア ミ ノ 酸 量 の 測 定 を 行 っ た.試 水150mlを 燃 焼 済 み(450
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℃,1h)の ガ ラ ス フ ィ ル タ ー(GF/C.Whatman社製)で 濾 過 し,濾 液 を
陽 イ オ ン交 換 樹 脂(Dowex50W-8X,H+)に通 して 脱 塩,濃 縮 を 行 い,回
収 し た 溶 液 を 試 料 と し た.こ の 処 理 を し た 試 料 中 の 各 種 溶 存 態 遊 離 ア ミ
ノ 酸 量 を,自 動 ア ミ ノ 酸 分 析 計(HITACHI835-50AminoAcidAnalyzer)
で 測 定 し た.
海 水 中 の 化 学 的 酸 素 消 費 量(COD)は,ア ル カ リ性 下 で のKMnO4の 消 費
量 か ら算 出 し た(JISKO101,1979).
結 果
低 栄 養 細 菌 の 分 布
尾 鷲 湾,湾 奥 部(Stn.A),湾 口 部(Stn.B)及 び 熊 野 灘(Stns.C,
とD)に お け る14C-ST10-4培 地 とST10-1培 地 の2っ の 培 地 を 併 用 し たMPN
法 の 計 数 結 果 をFig.3-2に 示 し た.偏 性 低 栄 養 細 菌(ObligateOligo-
troph),通 性 低 栄 養 細 菌(FacultativeOligotroph)及び 富 栄 養 細 菌(
Eutroph)が 全 従 属 栄 養 細 菌 に 占 め る 割 合 もFig.3-2に 示 し た.Stn.Aは
か な り有 機 汚 濁 の 進 行 し た 水 域 で あ り,全 従 属 栄 養 細 菌 は 常 に105cells
・m1"i以 上 で あ っ た.内 湾 域 で は.14C-MPN値 とT-MPN値 の 間 に 統 計 的 に
有 意 な 差 が な か っ た(p・O.05).1982年 と1983年 の 試 料 海 水 中 のCOD値
は そ れ ぞ れ1.56と2。68(02mg・1-!)であ っ た.1982年 と1984年 のStn.A
で は 全 従 属 栄 養 細 菌 の す べ て を 通 性 低 栄 養 細 菌 が 占 め て い た.1983年 の
Stn.Aは 全 従 属 栄 養 細 菌 の37%を 富 栄 養 細 菌,26%を 通 性 低 栄 養 細 菌,残 る
37%を 偏 性 低 栄 養 細 菌 が 占 め て い た.尾 鷲 湾 の 海 水 と熊 野 灘 の 外 洋 海 水 が
混 合 す る と 考 え ら れ るStn.B(1983年)では,i4C-MPN値 とT--MPN値 に統 計
的 に 有 為 な 差 は な く.富 栄 養 細 菌,通 性 低 栄 養 細 菌,偏 性 低 栄 養 細 菌 が
そ れ ぞ れ 全 従 属 栄 養 細 菌 の13,47,40%を 占 め た.一 方,熊 野 灘 海 域(
Stns.C,D)の 全 従 属 栄 養 細 菌 数 は,9.2×103～5.4×104cells・mlL1
(av.2.2×IO4cells・ml'i)であ り,Stns.AとBの 細 菌 数 に 比 べ て1桁
も し くは2桁 低 く な っ た.14C-MPN値 とT-MPN値 の 差 も 大 き く,全 従 属 栄 養


















































も低 く (常 に1.002mg・mr1未 満), 富栄 養 細 菌 は全 く検 出 さ れ な か っ
た.
同一 測 点 の 採 水 位 置 の違 い に よる計 数 結 果 の差 異 を調 べ るた め, 1982
年9月 のStn・Dで は 練 習 船 勢 水 丸 の 右 舷 側(Stn.D-1)と左 舷 側(Stn .D-2)
か ら 同 時 に 採 水 を 行 っ た. Stn.D-1とStn.D-2の 間 に は , Fig.3-2に 示 す
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よ うに.全 従 属 栄 養 細 菌 数 も 偏 性 低 栄 養 細 菌 の 全 従 属 栄 養 細 菌 に 占 め る
割 合 に も有 意 な 差 を 認 め な か っ た.
伊 勢 湾 と高 知 沖 の 海 域 を 中 心 に 行 っ たMPN法 に よ る 計 数 結 果 をFig.
3-3に 示 し た.高 知 沖 の 表 層(0.5m)の8試料 の う ち,14C-MPN値 がT-
MPN値 よ り高 く な っ た(p・O.05)の は,5試 料 で あ っ た.い ず れ の 測 点 に
お い て も富 栄 養 細 菌 は ま っ た く検 出 で き ず,従 属 栄 養 細 菌 群 の す べ て を






















数 は105cells・m1-1以 上 に な り.高 知 沖 の 試 料 な ど と は 異 な り.偏 性 低







































基 質 利 用 特 性
尾 鷲 湾 と 熊 野 灘 海 域 に お い て,低 栄 養 細 菌 群 が どの 有 機 物 を 最 も よ く
利 用 す る か をFig.3-4に 示 し た.す な わ ち,5ま た は7種 類 の14C一 有 機 物
を ト レ ー サ ー レ ベ ル でMPN用 の 低 濃 度 培 地 に 加 え.各 水 域 の 細 菌 数 を 求 め
た.そ れ ぞ れ の14C一 有 機 物 を 利 用 す る 低 栄 養 細 菌 数 の う ち,最 も高 い 計
数 値(Fig.3-4中 の 計 数 値)を100と し,そ れ に 対 す る 他 の 有 機 物 を利 用
す る 細 菌 数 の 割 合 を パ ー セ ン テ ー ジ で 表 し た.内 湾 水(Stn.A)と 外 洋 水
(Stns.CとD)と の 間 に 明 か に 異 な る 傾 向 を 認 め た.Stn.Aで は 各 基 質 を
利 用 す る 細 菌 数 の 間 に 差 が な く(p=O.05),こ の 水 域 の 細 菌 群 は ど の 基
質 も よ く利 用 す る と 推 定 し た.し か し,Stns.CとDで は 各 基 質 を 利 用 す る
細 菌 数 の 間 に 有 意 差(p=0.05)を 認 め た.S七n.Bの 細 菌 群 は 内 湾 水
(Stn.A)と 外 洋 水(Stns.C,D)の中 間 的 な 傾 向 を示 し た.
4月 の 外 洋 水 に つ い て 行 っ た 実 験 で は,使 用 し た14C一 有 機 物 の 内 グ リ シ
ン が 常 に 最 も高 い 計 数 値 を 示 し.9月 の 外 洋 水 は。14C一 グ ル コ ー ス を 利 用
す る低 栄 養 細 菌 が 優 勢 で あ っ た.外 洋 海 域 で 行 っ た5回 の 調 査 の 内,4回
ま で が14C一 酢 酸 に よ る 計 数 値 が 低 く な っ た.
高 知 沖 の 海 域 及 び 伊 勢 湾 で は,14C一 酢 酸1nc一 グ ル コ ー ス,14C一 グ ル
タ ミ ン酸14C一 グ リ コ ー ル 酸 の4種 類 の14C一 有 機 物 に つ い て 実 験 を 行 っ た
(Fig.3-5).4種類 の 有 機 物 に よ る14c-MPN値 の 間 に 差 を 認 め な か っ た
の は.高 知 沖 の 場 合,Stn.B1の 表 層(0.5m)の 試 料 の み で,他 の 海 水
試 料 で は,グ リ コ ー ル 酸 利 用 細 菌 が 優 占 し た(8測 点 中6測 点),最 も利
用 性 が 低 か っ た の は 酢 酸 で あ り,8試 料 の う ち4試 料 で14C一 酢 酸 の14C-
MPN値 が 最 も 低 く な っ た.伊 勢 湾(0.5m層)では,い ず れ の 基 質 も よ く
利 用 さ れ て い た.
考 察
こ こ で は,外 洋 の 貧 栄 養 水 域 と 内 湾 の 富 栄 養 水 域 に お け る 従 属 栄 養 細
菌 群 の 量 的 及 び 質 的(細 菌 数,有 機 物 の 利 用 性,有 機 物 濃 度 に 対 す る反
応)違 い を14C-MPN法 に よ り明 か に し た.熊 野 灘(Stn.C,Stn.D)など の
一25一
































外 洋 域 で は,14C-ST10-4培 地 を 用 い た 計 数 値(i4C-MPN値)が,従来 か ら
用 い ら れ て い る 高 濃 度 有 機 物 培 地 に よ る 計 数 値(T-MPN値)よ り常 に1～
2桁 高 く な っ た(Fig.3-2).外 洋 域 で 優 占 す る 細 菌 群 は,低 栄 養 細 菌 の
中 で も,と りわ け,低 濃 度 の 有 機 物 培 地(e.g.14C-ST10-4培地)で の み
増 殖 す る偏 性 低 栄 養 細 菌 で あ っ た.同 様 の 傾 向 は南 シ ナ 海.西 太 平 洋 域
と南 極 海 域 の 実 験 で も 認 め た(第3章 第2項 と3項 参 照).
外 洋 で あ る熊 野 灘 海 域(Stns.CとD)の 低 栄 養 細 菌 群 は,酢 酸 よ り ア ミ
ノ 酸,と く に グ リ シ ン を よ く利 用 す る 傾 向 を 持 ち,尾 鷲 湾(Stns.AとB)
や 伊 勢 湾 の 従 属 栄 養 細 菌 群 と比 べ る と利 用 可 能 な 基 質 の 種 類 が 少 な か っ
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た(Fig.3-4,Fig.3-5).同 様 の 傾 向 は 高 知 沖 の 海 域 で も確 認 し た(
Fig.3-5).高 知 沖 の 実 験 で は,偏 性 低 栄 養 細 菌 が 優 占 す る と 酢 酸 の 利
用 性 が 低 く な り.利 用 基 質 に 対 す る 特 異 性 が 高 くな っ た.琵 琶 湖 北 湖 か
ら純 粋 分 離 し た 偏 性 低 栄 養 細 菌 も ア ミ ノ 酸 特 に グ リ シ ン,グ ル タ ミ ン
酸 や セ リ ン に 対 し て 高 い 基 質 利 用 性 を 示 す こ と が 知 られ て い る(lshida
andKadota,1981).外洋 域 の 低 栄 養 細 菌 群 の 基 質 利 用 範 囲 が 狭 く な る
と い う特 徴 は,Hirschetal.(1979)が 提 唱 し た,●'modeloligo-
trophs"が 多 種 類 の 基 質 を 利 用 す る と い う仮 説 と は 異 な る.海 水 中 の 溶












































Bada,1975),偏性 低 栄 養 細 菌 が 優 占 す る 外 洋 域 は,ど の 水 域 で も通 常,
グ リシ ンが 最 も 多 く,つ い で セ リ ン,ア ラニ ン,グ ル タ ミ ン酸 の 順 と な
っ て い る.つ ま り,有 機 物 濃 度 が 低 い ば か り で な く,そ の 多 様 性 も低 く,
安 定 して い る,従 っ て,低 栄 養 細 菌 は 必 ず し も 広 い 範 囲 の 基 質 利 用 性 を
持 つ 必 要 性 が な い の か も しれ な い,海 水 中 の 溶 存 態 ア ミ ノ 酸 に 占 め る グ
リ シ ン と セ リ ン の 比 率 が 高 く な る の は,こ れ ら分 子 量 の 低 い ア ミ ノ 酸1モ
ル 当 りか ら 得 ら れ る エ ネ ル ギ ー量 が 分 子 量 の 高 い ア ミ ノ 酸 と比 べ 少 な い
た め,従 属 栄 養 細 菌 群 が あ ま り利 用 し な く な る か ら で は な い か と 考 え ら
れ て い た(AndrewsandWilliams,1971).しか し,こ こ で の 結 果 か ら,
外 洋 域 の 従 属 栄 養 細 菌 は む し ろ グ リ シ ン を よ く 利 用 す る こ と が 明 らか に
な っ た.グ リ シ ン と セ リ ン の 起 源 は 明 か で は な い が.恐 ら く植 物 プ ラ ン
ク トン の 光 合 成 の 代 謝 産 物 で あ ろ う(横 田 ら,1990).
第2節 西太平洋 と南シナ海
材料及び方法
試 料 の 採 取
海 水 及 び 底 泥 試 料 の 採 取 は,研 究 船 白 鳳 丸(東 京 大 学 海 洋 研 究 所 所 属)
のKH-81-5次 研 究 航 海(1981年10～11月)に参 加 し て 行 っ た.
試 料 を採 取 した 測 点 をFig.3-6に 示 す。 表 層 海 水(0.5m層)は熊 野
灘 海 域 と 同 様 に1,000-mlの 滅 菌 ガ ラ ス ボ トル を 用 い て 採 取 し た.Stn.
11とStn.12の100m層 以 深 の 海 水 は"Butterfly"型バ ク テ リ ア サ ン プ
ラ ー(Niskin社 製)を 用 い て 採 取 し,底 泥 試 料 はBox-corerで 採 取 した.
細 菌 の 計 数 方 法
i4c-MPN法 は 第2章(Fig.2-1)で 述 べ た 手 順 と 同 様 に し て 行 っ た.
14C-MPN法 に 使 用 し た14C一 有 機 物 の 種 類 は14C一酢 酸 ,14C一 グ ル コ ー ス,
一28一





























14C一 グ ル タ ミ ン 酸,14C一 タ ン パ ク 加 水 分 解 物 の4種 類 で あ る.14C一 有 機
物 の 比 活 性 は 第2章(材 料 と 方 法)で 示 し た の と 同 じ で あ る.
塗 抹 寒 天 平 板 法(ST10-1培 地,1.5%寒 天 濃 度)に よ る 計 数 もi4C-MPN
法 と 平 行 し て 行 っ た.
海 水 中 の ク ロ ロ フ ィ ルa量 は,タ ー ナ ー111型 蛍 光 光 度 計 に よ り 測 定(
StricklandandParsons,1972)し,濁 度(NTU,Nephe!ometricTur-
bidityUnits)は,DRT-15型 濁 度 計(HFInstruments,Canada)に よ り
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測 定 し た.
結 果
低 栄 養 細 菌 の 分 布
各 水 域 で 行 っ たi4C-MPN法 と 通 常 の 寒 天 平 板 法 に よ る細 菌 計 数 結 果 を
Fig.3-7に 示 し た.こ こ に は,4種 類 の14c一 有 機 物 を 使 っ て 得 た14c-MPN
















































































11,12)の 表 層 海 水 中(0.5m層)の 全 従 属 栄 養 細 菌 数(2～7×102
cells・ml'i)は,他 の 南 シ ナ 海(Stns.Si,S2),Sule海(Stn.S7).
Cebu島 近 海 のBoho1海 峡(Stn.Cebu)に比 べ1桁 低 く な っ た.全 従 属 栄 養
細 菌 数 が 最 も 多 か っ た の は,Singapore港 の 沖 合 い1.5kmの 測 点(Stn.
Singapore)で,2.2×105cells・ml-1で あ っ た.低 栄 養 細 菌 の 水 平 分 布
は 海 水 中 の ク ロ ロ フ ィ ルa量 や 濁 度 と 良 い 正 の 相 関 を 示 し た(ク ロ ロ フ ィ
ルaでr2・O.72).西 太 平 洋 及 び 南 シ ナ 海 で は 常 にi4C-MPN値 がSTIO～1培 地
を 用 い たT-MPN値 や コ ロ ニ ー 計 数 値 よ り 高 く,い ず れ の 測 点 の 表 層 海 水(
0.5mdep七h)に も 富 栄 養 細 菌 は 全 く 検 出 で き な か っ た,従 っ て,こ こ で
は 全 低 栄 養 細 菌 を 示 すi4C-MPN値 が 全 従 属 栄 養 細 菌 に 相 当 し た.偏 性 低 栄
養 細 菌 が 全 従 属 栄 養 細 菌 に 占 め る 割 合 は45～98%で あ っ た.
Stns.11,と12の 従 属 栄 養 細 菌 群,ク ロ ロ フ ィ ルa量.水 温 濁 度 の 鉛
直 分 布 をFig.3-8に 示 し た.両 測 点 と も,表 層 海 水(0.5m層)中の 従 属
栄 養 細 菌 数 が 最 も 高 く(Stn.11.7.0×102cells・m1-1;Stn.12,1.8×
102cells・ml'i),水 深 と 共 に 指 数 関 数 的 に 減 少 し た.ク ロ ロ フ ィ ルa
の ピ ー ク はStn.11で75m,Stn.12で125m層 に あ り,従 属 栄 養 細 菌 数 と は 相
関 を 示 さ な か っ た.Stn.11の400m層,Stn.12の150m層 と400m層 は 全 従 属
栄 養 細 菌 に 占 め る 富 栄 養 細 菌 の 割 合 が 高 か っ た(20～63%)が,そ の 理 由
に っ い て は 不 明 で あ る.
深 海 底 泥 表 層 の 全 従 属 栄 養 細 菌 数 はStn.11が7.2×102(cells・gL1),
Stn.12が1.7×102(cells・g'1)で あ り,共 に 全 従 属 栄 養 細 菌 の70%以
上 を 偏 性 低 栄 養 細 菌 が 占 め,富 栄 養 細 菌 は 全 く 検 出 さ れ な か っ た.
基 質 利 用 特 性
各 測 点 に お け る 各 種 有 機 物 を 利 用 す る 細 菌 数 を,4種 類 の14C一 有 機 物 を
トレ ーサ ー レ ベ ル で 用 い た14c-MPN法 で 測 定 し,そ の 結 果 をFig.3-9に 示
し た.南 シ ナ 海(Stns.S1とS2)とSule海(Stn。S7)の表 層(0.5m層)
で は タ ン パ ク 加 水 分 解 物 を利 用 す る細 菌 が 優 占 し,西 太 平 洋(Stns.S11
,10,11と12)とBoho1海峡(Stn.Cebu)で は グ ル コ ー ス 利 用 細 菌 が 優
































































































南 シ ナ 海,西 太 平 洋 な ど の 外 洋 域 の 表 層 海 水 中 の14C-MPN法 か ら 算 出 し
た 全 従 属 栄 養 細 菌 数 は1.3×102～2・5×103cells.m「1(av・9・1×102
cells・ml,i)で あ り.そ の う ち45～98%が 偏 性 低 栄 養 細 菌 で あ っ た(
Fig.3-7).こ の 偏 性 低 栄 養 細 菌 は,従 来 か ら 用 い ら れ て い る 高 濃 度 有
機 物 培 地(ex.ZoBell2216E)を 用 い た 濁 り に よ るMPN法(T-MPN値)や.
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寒 天 平 板 計 数 法 で は 検 出 で き な い 細 菌 群 で あ る.14C-MPN法 を 用 い て 算 出
し た南 シ ナ 海 や 西 太 平 洋 の 全 従 属 栄 養 細 菌 数 は.南 西 諸 島 海 域(Simidu
eta1.,1980)やAlaskaのCook海峡(Horowitze七a1.,1983)等の 外
洋 域 の 全 従 属 栄 養 細 菌 数 に 関 す る 従 来 の 寒 天 平 板 法 に よ る 報 告 に 比 べ て
1桁 以 上 高 く な り,i4C-MPN法 が 外 洋 域 の 細 菌 計 数 に 有 効 で あ る こ と を確
認 し た.
4種 類 の14c一 有 機 物 を 用 い たi4c-MPN法 の 結 果 か ら(Fig.3-9),低栄
養 細 菌 群 が 酢 酸 よ り ア ミ ノ酸 を 好 み,利 用 す る 基 質 の 範 囲 が 比 較 的 狭 い
こ と が 明 ら か に な っ た.南 シ ナ 海 や 西 太 平 洋 で は,偏 性 低 栄 養 細 菌 の 全
従 属 栄 養 細 菌 に 占 め る割 合 がt琵 琶 湖 北 湖(lshidaetal.,1980)と比
べ て 高 か っ た.
第3節 南極海
材料及び方法
試 料 の 採 取
海 水 試 料 の 採 取 は 研 究 船 白 鳳 丸(東 京 大 学 海 洋 研 究 所 所 属)のKH-83-
4次 研 究 航 海(1983年11月22日 ～2月24日)に 参 加 して 行 っ た.試 料 を 採
取 した 測 点 をFig.3-10に 示 し た.試 料 の 採 取 方 法 は 本 章 第1節 と 同 様 に
し て 行 い.す べ て の 操 作 は 現 場 水 温(±1℃)で 行 っ た.
サ イ ズ 画 分
Stns.5,6,及 びPI-3の 海 水 試 料 は 滅 菌 し た5μmメ ッ シ ュの ナ イ ロ ン
ネ ッ トを 用 い て サ イ ズ 分 画 を 行 い・ 海 水 の 試 料 全 体 と5μm以 上 の 画 分(
付 着 細 菌 群)と の 細 菌 計 数 の 比 較 を 行 っ た.
一34一
































細 菌 の 計 数 方 法
i4C-MPN法 は 第2章(材 料 及 び 方 法)で 述 べ た の と 同 様 の 手 順 で 行 っ た.
14C-MPN法 に 使 用 し た14C一 有 機 物 の 種 類 は,14C一 酢 酸,14C一 グ ル コ ー ス,
14C一 グ ル タ ミ ン 酸,14C一 グ リ シ ン と14C一 グ リ コ ー ル 酸 の5種 類 で あ る.
結 果
低 栄 養 細 菌 の 分 布
14C-ST10-4培 地 とSTIO`1培 地 を 併 用 し て 計 数 し た 全 従 属 栄 養 細 菌 数 と
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全 従 属 栄 養 細 菌 に 占 め る 富 栄 養 細 菌,通 性 低 栄 養 細 菌,偏 性 低 栄 養 細 菌
の 割 合 をFig.3-11に 示 し た.表 層 海 水 中(0.5m層)の従 属 栄 養 細 菌 数 は
亜 熱 帯 収 束 線(SubtropicalConvergence)と 南 極 海 前 線(Antarctic
Convergence)の間 に 位 置 す るStn.1とStn.7で 最 も 高 く(2.4×10"cells
・ml-1),南 極 海 前 線 よ り わ ず か 北 方 のStn.2が 最 も 低 く か っ た(2.0×
101cells・ml'1).南 極 海 域 に 位 置 す るStns.4,5,PI-3,6.と6-1の 従
属 栄 養 細 菌 数 は,1.1×103～2.4×10qcells・ml-1(av.8.2×103cells・
ml-1)で あ っ た.富 栄 養 細 菌 を 検 出 し た の は 海 氷 帯(PackIceZone)に
位 置 す るStn.PI-3の み で,そ れ 以 外 の 測 点 で は 外 洋 域 の 例 に 洩 れ ず,低
栄 養 細 菌,と り わ け 偏 性 低 栄 養 細 菌 が 優 占 し て い た.
Logtotathe量ero-











































Stn・5とStn・6で は・ 滅 菌 し た5μmメ ッ シ ュ の ナ イ ロ ン ネ ッ トを 用 い て
試 水 を 分 画 し・ 試 水 全 体 と粒 子 径5μm以 上 の 画 分 の 従 属 栄 養 細 菌(以 下,
付 着 細 菌 群 と す る)の 比 較 を 行 っ た(Fig.3-12).付 着 細 菌 群 はStn.5
で,濾 過 し て い な い 全 海 水 の 従 属 栄 養 細 菌 群(以 下,全 海 水 細 菌 群 と す
る)の0・1%・Stn・6で1・0%と 少 な か っ た.付 着 細 菌 群 で は,偏 性 低 栄 養 細
菌 の 占め る 割 合 が・Stn・5とStn.6共 に 全 海 水 細 菌 群 に 比 べ て 低 く,高 濃




































基 質 利 用 特 性
従 属 栄 養 細 菌 群 の 基 質 利 用 特 性 を,各 種14C-一 有 機 物 を 用 い た14C-MPN法
に よ り明 か に し,そ の 結 果 をFig.3-13に 示 した.亜 熱 帯 水 域 と 南 極 水 域
の い ず れ の 測 点 も外 洋 域 の 典 型 的 な 特 徴 を 示 し.グ リシ ン の 利 用 性 が 高
い の に 対 し て,酢 酸 グ リ コ ー ル 酸 の 利 用 性 が 低 か っ た.5種 類 の14C一 有









































尾 鷲 湾(Stn・A)な ど の 有 機 物 濃 度 の 高 い 内 湾 域 と よ く似 た 傾 向 を 示 し た.
Stn.5とStn.6で の 付 着 細 菌 群 と 全 海 水 細 菌 群 と の 基 質 利 用 性 を 比 較 し
た(Fig・3-12)・Stn・5の全 海 水 で は グ リ コ ー ル 酸 を 利 用 す る細 菌 数 と
最 も高 い 計 数 値(グ リシ ン.グ ル コ ー ス)の 間 に 統 計 的 に 有 意 な 差(p・
0.05)が あ っ た が,付 着 細 菌 群 は 基 質 利 用 性 に 差 が な か っ た。Stn.6で は
全 海 水 中 で グ リ シ ン を 利 用 す る 細 菌 群 が 他 の4種 類 の 基 質 よ り高 い 計 数 値
を 示 した(P=0.05)の に 対 し,付 着 細 菌 群 は グ ル タ ミ ン 酸 の 利 用 性 が 特
に高 く,全 海 水 で は 利 用 性 の 低 か っ た 酢 酸 や グ ル コ ー ス も利 用 す る よ う
に な り,逆 に グ リ シ ン 利 用 細 菌 数 が 最 も 低 く か っ た(p=0.05).
考 察
WiebeandHendoricks(1971)は,今回 の 調 査 と ほ ぼ 同 じ測 点 で,寒
天 平 板(STIO'i培 地 相 当)を 用 い た 塗 抹 法 に よ り従 属 栄 養 細 菌 数 の 鉛 直
分 布 を 調 べ て い る.そ の 計 数 結 果 と 今 回 の14C-MPN法 に よ る 計 数 結 果 を 比
較 す る と,14C-MPN法 に よ る 計 数 値 は,従 来 の 寒 天 平 板 法 に よ る 計 数 値 よ
り10～100倍 高 く な っ た.ま た,14C-MPN法 に よ る 従 属 栄 養 細 菌 の 計 数 値
は,Hansone七a1.(1983)がFDC(frquencyofdividingcells)法に
よ り同 水 域 で 得 た 分 裂 して い る細 菌 数 と ほ ぼ 同 程 度 で あ り,14C-MPN法 に
よ る細 菌 数 が 現 場 の 生 菌 数 を 充 分 に 反 映 して い る と考 え る.
海 氷 帯(PackIceZone)のStn.PI-3を除 くす べ て の 測 点 で。 全 従 属 栄
養 細 菌 の す べ て が 低 栄 養 細 菌 で あ り,特 に 偏 性 低 栄 養 細 菌 の 占 め る割 合
が 高 か っ た(Fig.3-11).こ の 結 果 は,熊 野 灘 海 域(本 章 第1節)や 西
太 平 洋,南 シ ナ 海(本 章 第2節)で の 結 果 と よ く似 て お り,こ の 傾 向 は 外
洋 域 の 特 徴 とみ な せ る.た だ,Stn.PI-3は 細 菌 数 が5.4×103(cells・
ml`1)と 他 の 外 洋 域 の 試 料 と 同 程 度 で あ る に も 拘 らず,全 従 属 栄 養 細 菌
に 占 め る偏 性 低 栄 養 細 菌 の 比 率 が40%と 低 く,逆 に 他 の 試 料 中 に は 検 出
で き な か っ た 富 栄 養 細 菌 が45%と 高 い 割 合 を 占 め た.今 回 の 実 験 を 行 っ
た 時 期 は,丁 度 南 半 球 の 夏 季 に あ た る.こ の 時 季icea!gaeが 海 氷 中 で 活
発 に 増 殖 す る(Ackleyetal.,1979).こ のicealgaeが 海 氷 の 溶 解 と
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と も に 海 水 中 に 溶 出 す る た め,海 氷 縁 辺 部 で は 全 般 に 有 機 物 濃 度 が 上 が
り。 生 物 活 性 が 上 昇 す る(Gillespieeta1.,1976二E1-Sayedand
Taniguchi,1981).従っ て,Icealgaeの 為 に 局 所 的 に 高 濃 度 有 機 物 環
境 が 形 成 さ れ,そ の 結 果,高 濃 度 有 機 物 環 境 を 好 む 富 栄 養 細 菌 の 全 従 属
栄 養 細 菌 に 占 め る 比 率 が 高 く な っ た と 推 察 さ れ る.
粒 径5μm以 上 の 画 分 中 の 従 属 栄 養 細 菌 群(付 着 細 菌 群)の 計 数 は。
Stn。5とStn.6で 行 っ た.付 着 細 菌 群 の 計 数 値 はStn.5とStn.6で,それ ぞ
れ2.3×10i.2.0×10i(cells・ml'i)とな り,海 水 全 体 の 全 従 属 栄 養 細
菌 数 に 対 す る 割 合 は,そ れ ぞ れo。1と1.o%と 非 常 に 小 さ か っ た(Fig.
3-12).特 徴 的 な の は,付 着 細 菌 群 中 の 偏 性 低 栄 養 細 菌,通 性 低 栄 養 細
菌 富 栄 養 細 菌 の 構 成 比 が 海 水 全 体 と 比 べ る と か な り異 な る 点 で あ る.
Stn.5の 場 合,海 水 全 体 で は ほ ぼ100%低 栄 養 細 菌 が 優 占 し,富 栄 養 細 菌
は 検 出 で き な い の に 対 し て,付 着 細 菌 群 で は 富 栄 養 細 菌 が 約90%を 占 め
た,Stn.6の 場 合,海 水 全 体 で82.1%を 占 め る 偏 性 低 栄 養 細 菌 が 付 着 細 菌
群 で は25.0%に 減 少 し,高 濃 度 有 機 物 培 地 で も増 殖 可 能 な 通 性 低 栄 養 細
菌 が75,0%を 占 め た.こ の 様 な 海 水 全 体 と異 な る 付 着 細 菌 群 の 傾 向 は,
基 質 利 用 特 性 に も表 れ た.Stn.5で は グ リ コ ー ル 酸 を 利 用 す る 細 菌 数 が,
他 の 基 質 に 比 べ 統 計 的 に 有 意 な差 を 持 っ て(pニ0.05)低 い の に 対 し て,
付 着 細 菌 群 で は 使 用 し た5種 類 の 基 質 利 用 性 の 間 に 有 意 な 差 を 認 め な か っ
た(Fig.3-12).S七n,6の海 水 全 体 の 試 料 は 熊 野 灘 の 試 料 に も認 め られ
る 様 な外 洋 海 水 に特 徴 的 な 傾 向 を 見 せ,グ リ シ ン を 利 用 す る 細 菌 の 計 数
値 が.他 の4種 類 の い ず れ の 基 質 を 利 用 す る細 菌 計 数 値 よ り も高 く な っ た
(p=0.05).一 方,Stn.6の 付 着 細 菌 群 で は 基 質 特 異 性 が 低 下 し,し か
も 海 水 全 体 と して は 最 も高 い 利 用 性 を 示 した グ リ シ ンが 最 も低 く な り,
グ ル タ ミ ン 酸 利 用 菌 が 非 常 に 高 い 計 数 値 を 示 し た.
付 着 細 菌 群 と全 海 水 の 細 菌 群 と の 比 較 は,例 え ば 細 胞 体 積 の 変 化(付
着 細 菌 群 〉 浮 遊 細 菌 群)(Alldredgeeta1.,1986)や従 属 栄 養 活 性 の
変 化(Simon,1985)など で 行 わ れ て い る が,基 質 利 用 特 性 や 生 理 的 に 異
な る グ ル ー プ に よ っ て 細 菌 群 が 構 成 さ れ て い る こ と を 明 ら か に し た の は,




試 料 の 採 取
海 水 及 び 底 泥 試 料 を 採 取 し た 測 点 をFig.3・-14に 示 す.海 水 お よ び 底 泥
試 料 の 採 取 は,1985年11月 と1986年8月 に 浦 神 湾(Stns.U1とU2)で行 い,
1987年7月 に 田 辺 湾(Stns,T1とT2)で行 っ た.浦 神 湾 のStns.U1とU2で
は 養 魚 筏 を 半 年 毎 に 移 動 して 設 置 し て お り,田 辺 湾 古 賀 浦 のStn.T1は 養
魚 筏 を常 設 し て い る 測 点 で あ る.Stn.T2は 今 ま で に 養 魚 筏 が 設 置 さ れ た
こ との な い 測 点 で あ る.海 水 試 料 はVan-Dorn型 採 水 器 を 用 い て 採 取 し,











し た.底 泥 試 料 は 採 取 後,船 上 で 直 ち に 滅 菌 済 み の ヘ ラ で 底 泥 表 面 か ら
1cmき ざ み に 切 り取 り,滅 菌 済 み プ ラ ス チ ッ ク製 ク リー ム ビ ン に 移 し た・
海 水 試 料 も 採 取 後 直 ち に 船 上 で 滅 菌 済 み1,000m1一 ガ ラ ス ボ トル に 入 れ た.
海 水,底 泥 試 料 共 に 船 上 で 氷 蔵 して 実 験 室 に 持 ち帰 り,採 取 後3時 間 以 内
に 実 験 を 開 始 し た.尚,持 ち 帰 っ た海 水 試 料 は5μmメ ッ シ ュ の 滅 菌 済 み
ナ イ ロ ン ネ ッ トを 用 い て 海 水 全 体 と5μm以 上 の 画 分(付 着 細 菌 群)と に
分 け て 計 数 し た.
細 菌 の 計 数 方 法
海 水,底 泥 試 料 中 の 全 従 属 栄 養 細 菌 の 計 数 は.低 濃 度 有 機 物 培 地(ST
10-4培 地)を 用 い る5本 立DC-MPN法 と高 濃 度 有 機 物 培 地(STIO'i培 地)を
用 い る 通 常 のT-MPN法 を 併 用 し て 行 っ た(Fig.2-1).sTlo-4培地 はo.5
mgの ト リプ チ ケ ー ス(BBL)と0,05mgのイ ー ス トエ キ ス(Difco)を 濾
過 熟 成 海 水11に 添 加 し て 調 製 し た.STIO'i培 地 は 第2章(材 料 及 び 方 法)
と 同 様 に し て 調 製 し た.各 培 養 試 験 管 中 の 細 菌 の 増 殖 はSTIO`i培 地 の 場
合,肉 眼 で 濁 り を判 定 す る が,ST10-『 培 地 の 場 合 は 濁 り で は 検 定 で き な
い の で,培 養 液 を 蛍 光 染 色 剤(DAPI:4',6-diamidino-2-phenylindole)
で 染 色 し(PoterandFeig,1980),落射 型 蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 し て 確 認
し た(Fig.2-1).DAPIで染 色 す る 前 に,sTlo-4培 地 の 各 培 養 液 を 新 た
に 調 整 し たST10-1培 地 へ 約0.1m1ず つ 接 種 を 行 う.こ の 操 作 はi4C-MPN法
の 場 合 と 同 様 に して 行 っ た。 偏 性 低 栄 養 細 菌,通 性 低 栄 養 細 菌,富 栄 養
細 菌 の 計 数 は 基 本 的 にi4C-MPN法 と 同 様 で あ る.
海 水 中 の 懸 濁 物 や 底 泥 試 料 中 の 全 有 機 炭 素 量(TOC).及 び 全 有 機 窒 素
量(TON)は.CHN-corder(YanakoMT-2型)を用 い て 測 定 し た.
結 果
浦 神 湾(1985年11月 ・1986年8月)に お け る 底 泥 及 び 底 層 水 中 の 従 属 栄
養 細 菌 群 の 計 数 結 果 をFig・3-15に 示 し た.底 泥 中 の 全 従 属 栄 養 細 菌 数 は


































































栄 養 細 菌 の す べ て を 占 め て い た.各 泥 深 の 全 従 属 栄 養 細 菌 数 と,そ こ に
占 め る低 栄 養 細 菌,富 栄 養 細 菌 の 割 合 は.Stn.UlとStn.U2とも に 同 じ様
な傾 向 を 見 せ た.Stn.U1とStn。U2の 底 泥 中 のTOCとTON量 も ほ ぼ 同 程 度 で
あ り,そ れ ぞ れ 乾 泥1g当 り約12mgC,0.5mgNであ っ た.1985年11月 の
海 水 試 料 はStn.U1とStn.U2で異 な る 傾 向 を 見 せ,Stn.Ulで は 通 性 低 栄 養
細 菌 が 圧 倒 的 に 優 勢 で あ っ た の に 対 し,Stn.U2は 偏 性 低 栄 養 細 菌 が 優 占
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し た.
浦 神 湾(1986年8月)の 海 水 中 の 付 着 細 菌 群(>5μm)の 計 数 値 は.
Stn.U1とStn.U2と も に 全 従 属 栄 養 細 菌 数 の 約10%で あ っ た.海 水 全 体 で
は 低 栄 養 細 菌,特 に 偏 性 低 栄 養 細 菌 が 多 い の に 対 し て,付 着 細 菌 群 で は
通 性 低 栄 養 細 菌 が 圧 倒 的 に 優 占 し た.田 辺 湾 の 海 水 試 料(1987年8月)中
の 付 着 細 菌 群 の 計 数 値 は 測 点,水 深 に か か わ ら ず ほ ぼ 一 定(約103cells
・ml"1)で,海 水 全 体 の 全 従 属 栄 養 細 菌 数 の1%前 後 で あ っ た(Fig.
3-16).田 辺 湾 の 海 水 試 料 も 浦 神 湾 と 同 様 に,1試 料 を 除 く す べ て の 海 水
試 料 の 付 着 細 菌 群(>5μm)で 通 性 低 栄 養 細 菌 が 優 占 し た.
田 辺 湾,特 にStn,T1の 底 泥 試 料 で は,Fig.3-16に 示 し た よ う に,全







































? ??????????? TON量 もStns.Ul.U2,T2の 底 泥 試 料 の2～3倍 で
考 察
浦 神 湾 で は,毎 年 養 魚 筏 を 初 夏 の 頃 にStn.U2か らStn.U1に 移 し,初 冬
の 頃 に 再 びStn.U1か らStn.U2へ 移 し て い る.そ の 目 的 は2っ あ り,1っ は
夏 の終 わ りか ら 秋 口 に か け て の 台 風 シ ー ズ ン に 風 波 の 影 響 を 軽 減 す る こ
とで あ り,他 の1つ は 同 一 地 点 へ の 連 続 的 な 有 機 物 の 負 荷(残 餌 や 養 殖
魚 の排 拙 物 な ど)に よ る,海 域 特 に 底 泥 の 有 機 汚 濁 を 防 ぐ こ とで あ る.
試 料 の 採 取 を 行 っ た1985年11月 と1986年8月 は 共 に 養 魚 筏 がStn.U1に 設 置
さ れ て い た.1985年11月,1986年8月 い ず れ の 調 査 時 に も,そ の と き養 魚
筏 が 設 置 さ れ て い たStn.U1の 底 泥 中 の 全 従 属 栄 養 細 菌 数 がStn.U2よ り高
い傾 向 を 示 し た が,統 計 的 に 有 意 な 差 は な く,半 年 毎 の 養 魚 筏 の 移 動 は
効 を奏 して い る と 言 え る か も 知 れ な い(Fig.3-15).底 泥 の 従 属 栄 養 細
菌 群 は す べ て 通 性 低 栄 養 細 菌 が 占 め て お り,偏 性 低 栄 養 細 菌 は 全 く検 出
で きず,偏 性 低 栄 養 細 菌 が 優 占 す る 外 洋 域 の 海 底 泥(Fig.3-8)と は 異
な る 傾 向 を 示 し た.底 泥 中 の 有 機 炭 素 量,有 機 窒 素 量 に は 測 点 に よ る差,
調 査 時 期 に よ る 差 は な か っ た.1985年11月 の 実 験 で 特 徴 的 な の は.Stn.
U1の 底 層 水(底 上1m)中 の 従 属 栄 養 細 菌 群 が 通 性 低 栄 養 細 菌 に 占 め られ
て い る の に 対 し,Stn.U2の 底 層 水 で は 偏 性 低 栄 養 細 菌 が 優 占 し て い る点
で あ る.浦 神 湾 で は こ の 実 験 を 行 っ た 日 の2,3日 前 か ら,湾 奥 か ら湾 口
に 向 か う陸 風 が 連 続 的 に 吹 い て お り,そ の 影 響 で 沿 岸 湧 昇 が 起 こ り外 洋
水 が 湾 内 に 引 き 込 ま れ(Tsudaeta1.,1988),外 洋 域 の 影 響 を ま と も
に受 け る 所 に 位 置 す るStn。U2で は 偏 性 低 栄 養 細 菌 が 優 勢 に な っ た の か も
しれ な い.一 方,養 魚 筏 が 設 置 さ れ 給 餌 が 行 わ れ て い た 上 に,仏 崎 の 為
に 外 洋 の 影 響 を 受 け に く いStn.U1で は 通 性 低 栄 養 細 菌 が 優 占 し た と推 察
で き る.
マ リ ン ス ノ ー の よ う な 海 水 中 の 有 機 懸 濁 物 の 凝 集 体 は 栄 養 物 の 豊 富 な
微 小 世 界(microcosms)を形 成 し,そ こ で は 一 次 生 産 が 活 発 な 上 に(
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ShanksandTrent,1979;Knaueretal..1982:Prezelinand
Alldredge,1983),懸濁 物 中 の 付 着 細 菌 群 の 従 属 栄 養 活 性 も,そ の 回 り
の 海 水 よ りか な り高 く な る こ と が 報 告 さ れ て い る(Alldredgeetal・,
1986).こ こ で は.付 着 細 菌 群 と海 水 全 体 の 細 菌 群 の 違 い を 明 ら か に す
る た め,有 機 物 濃 度 の 異 な る2種 類 の 培 地 を 併 用 して 計 数 実 験 を 行 っ た.
そ の 結 果,海 水 全 体 と して は 偏 性 低 栄 養 細 菌 が 優 勢 に な る場 合 で も,付
着 細 菌 群 で は 高 濃 度 有 機 物 環 境 で 増 殖 可 能 な 通 性 低 栄 養 細 菌 の 優 占 す る
こ と が 明 ら か に な っ た(Fig.3-15,Fig.3-16).
浦 神 湾 と異 な り,田 辺 湾 特 にStn.T1の 底 泥 で は 富 栄 養 細 菌 が 優 占 し
た(Fig.3-16).Stn.T1は底 泥 中 の 有 機 物 量 も 他 の 測 点 の 底 泥 試 料 の2
～3倍 高 か っ た.田 辺 湾 のStn.T1で は,長 年 養 魚 筏 が 常 設 さ れ て お り,海
水 の 交 換 率 も非 常 に 悪 い の で,水 域,特 に 底 泥 の 有 機 汚 濁 は か な り進 行
し て い る.従 っ て,そ れ が 高 比 率 で の 富 栄 養 細 菌 の 検 出 に つ な が っ た と
考 え る.今 ま で 養 魚 が 行 わ れ た こ と の な いStn.T2の 底 泥 で も,富 栄 養 細
菌 と通 性 低 栄 養 細 菌 が 優 勢 に な っ た.Stn.T2は,河 川 か ら生 活 排 水 が 大
量 に流 れ 込 む上,田 辺 湾 で頻 発 す る 赤 潮 プ ラ ン ク トン の 死 骸 が 沈 降,堆
積 しや す い 所 に 位 置 して い る こ と か ら,養 魚 と は 異 な る 原 因 に よ る 有 機
汚 濁 が 進 行 して い る 模 様 で あ る.こ の よ う な 傾 向 は,Shiarisetal.(
1987)が 通 常 の 寒 天 平 板 培 地 と有 機 物 濃 度 の 低 い 寒 天 平 板 培 地(0.08mg
C・1添 加)を 用 い た 下 水 汚 物 の 流 入 す る 内 湾 域 の 底 泥 中 の 細 菌 計 数 実
験 で も報 告 して い る.
第5節 摘 要
(1)有 機 汚 濁 の 進 行 し た 尾 鷲 湾 で は,従 属 栄 養 細 菌 数 が 常 に105cells・
m1-1以 上 で あ り・ 富 栄 養 細 菌 や 通 性 低 栄 養 細 菌 が 優 占 し た が,外 洋 域 の
熊 野 灘 や 高 知 沖 で は 従 属 栄 養 細 菌 数 が103～104cells・m1-1であ り,低 栄
養 細 嵐 特 に 偏 性 低 栄 養 細 菌 が 優 占 し,富 栄 養 細 菌 は 全 く検 出 さ れ な か
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っ た.
(2)尾 鷲 湾 や 伊 勢 湾 の 従 属 栄 養 細 菌 群 は,利 用 基 質 に 対 す る 特 異 性 が 低
く,い ず れ の 基 質 も 利 用 し た.外 洋 域 で あ る熊 野 灘 の 従 属 栄 養 細 菌 群 は,
ア ミ ノ酸,特 に グ リ シ ン を よ く利 用 し た が,酢 酸 や グ リ コ ー ル 酸 の 利 用
性 は低 く,基 質 特 異 性 が 高 か っ た.高 知 沖 で は,グ リコ ー ル 酸 利 用 菌 が
優 占 し た.高 知 沖 で の 酢 酸 の 利 用 性 は 低 く,や は り 内 湾 域 に比 べ 基 質 特
異 性 が 高 か っ た.
(3)外 洋 の 西 太 平 洋 域 や 南 シ ナ 海 域 の 表 層 海 水(0.5m層)や,深 海 底
泥(ca.5,900m)で は,低 栄 養 細 菌 群,特 に 偏 性 低 栄 養 細 菌 が 優 占 し,
富 栄 養 細 菌 は 全 く検 出 さ れ な か っ た.
(4)南 シ ナ 海 とSulu海 で は,タ ン パ ク 加 水 分 解 物 を 利 用 す る細 菌 が 優 占
し,西 太 平 洋 とBohol海 峡 で は,グ ル コ ー ス 利 用 菌 が 優 占 し た.細 菌 の 酢
酸 の利 用 性 は,Singapore港 とBohol海 峡 を 除 く全 て の 測 点 で 低 く な っ た.
(5)南 極 海 で は,海 氷 帯(Stn.PI-3)を除 く す べ て の 測 点 で 低 栄 養 細
菌 群,特 に 偏 性 低 栄 養 細 菌 が 優 占 し た.ま た,グ リシ ン 利 用 菌 が 多 く,
酢 酸 利 用 菌 や グ リコ ー ル 酸 利 用 菌 は 少 な か っ た.
(6)養 魚 筏 の 設 置 さ れ て い る よ う な 内 湾 域(浦 神 湾 と 田 辺 湾)の 底 泥 で
は,偏 性 低 栄 養 細 菌 は 全 く存 在 せ ず,通 性 低 栄 養 細 菌 ま た は 富 栄 養 細 菌
が優 占 し て い た.
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第4章 種 々の海 域 に お いて 有 機物 の 代 謝活 性 に 関わ る低 栄 養 細 菌
緒 言
ParsonsandStrickland(1962)は,Michaelis-Mentenの酵 素 活 性
式 に 水 生 細 菌 群 の 従 属 栄 養 活 性 が 従 う と 考 え,そ の 測 定 方 法 を 考 案 した.
こ の 方 法 を 改 良 し たHobbieandWright(1965),WrightandHobbie
(1966)は 低 濃 度 で の 低 分 子 有 機 物 の 取 り込 み は 主 と し て 細 菌 群 が 行 い,
藻 類 な ど に よ る 取 り込 み は ほ と ん ど無 視 で き る と結 論 し て い る.こ こ で
はWrightandHobbie(1966)の方 法 を 用 い て 従 属 栄 養 細 菌 群 の 現 場 で
の 基 質 取 り込 み 活 性 を 測 定 し,種 々 の 海 域 に お け る 低 栄 養 細 菌 群 の 存 在
と従 属 栄 養 活 性 と の 関 係 を 論 じ た.
材料及び方法
基 質 取 り込 み 活 性 の 測 定
取 り込 み 活 性 の 測 定 はParsonsandStrickland(1962)が考 案 し,
WrightandHobbie(1966)が改 良 し た 方 法 に 従 っ た.実 験 に 用 い た
1ac一有 機 物 の 種 類 は.西 太 平 洋 と南 シ ナ 海,及 び 熊 野 灘 と尾 鷲 湾 の1982
年4月 の 調 査 で は,14C一 グ ル タ ミ ン酸 と14C一 酢 酸 の2種 類 の 基 質 を 用 い,
そ れ 以 外 の 熊 野 灘(1982年9月),尾 鷲 湾 と熊 野 灘(1983年4月) ,そ し
て 南 極 海 の 調 査 で は,14C一 グ ル タ ミ ン酸14C一 グ ル コ ー ス,14C一 グ リコ
ー ル 酸14C一 グ リ シ ン.と14C一 酢 酸 の5種 類 の 基 質 を 用 い て 実 験 を 行 っ た.
14C一 有 機 物 は 第2章 で ユ4C-MPN法 に 用 い た も の と 同 じ で あ る
.添 加 し た
14C一 有 機 物 の 最 終 濃 度 の 範 囲 はTable4-1に 示 し た,基 質 濃 度 は5段 階 で
行 い,各 濃 度 段 階 ご と に5m1の 海 水 試 料 を3本,グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド(
最 終 濃 度0.5%)を 添 加 した5mlの 海 水 試 料(空 試 験)を1本 用 意 して 測
定 を 行 っ た・14C一 基 質 を添 加 し た 海 水 試 料(空 試 験 用 の1本 を 含 む 合 計4
本)は,現 場 水 温(±1℃).暗 所 で1～6時 間 培 養 を 行 っ た.培 養 後 直















に 濾 過 し,滅 菌 濾 過 海 水10mlで3回,フ ィ ル タ ー を 洗 浄 し た.洗 浄 後,
赤 外 線 ラ ン プ に よ り フ ィル タ ー を 乾 燥 し た.こ の 乾 燥 し た フ ィ ル タ ー を
トル エ ン 系 シ ン チ レ タ ー を10ml入 れ た バ イ ア ル ビ ン に 入 れ,フ ィ ル タ ー
上 に 捕 集 し た放 射 線 量 を液 体 シ ンチ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー(Packard
Tri-CARBMode12425また はLKBWallackRackbeta1215)で計 測 し た.
細 菌 群 の 基 質 取 り込 み 活 性 がMichaelis-Men七enの 酵 素 活 性 式 に 従 う と
考 え た 場 合,基 質 濃 度 が 上 が れ ば 細 菌 に よ る取 り込 み 量 は 双 曲 線 状 に 増
大 し,一 定 濃 度 に 達 す る と飽 和 状 態 に な る.従 属 栄 養 活 性 の パ ラ メ ー タ
ー(Vrnax,TtとKm)の 算 出 方 法 を 以 下 に 示 す.
vニc(Sn+A)/Cμt ・ ・ ・ ・ …(1)
(1)式 で,vは 基 質 取 り込 み 速 度.単 位 はnM・h"i.cは フ ィ ル タ ー 上 に 捕
集 し た 細 菌 が 取 り込 ん だ14C一 基 質 の 測 定 値(dpm)を 示 し,Snは 各 基 質 の
天 然 海 水 中 の 濃 度(nM)を 示 す.Aは 添 加 し た 基 質 の 濃 度(nM)を 示 す.
Cは 定 数 で,14Cで ラ ベ ル さ れ た 基 質1μCi当 りの 計 数 値(2.2×106dpm)
で あ る.μ は 海 水 試 料 に 添 加 した14c一 基 質 の μCi数tは 培 養 時 間(h)
を 示 す.Lineweaver-Burkの逆 数 プ ロ ッ トを 行 い,(1)式 の 逆 数 を 取 る と
(2)式 の よ う に な る.
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(Sn+A)/v=(Kt+Sn}/Vmax+A/Vmax・ … 。 ・ ・(2)
こ こ で,Vmaxは 最 大 基 質 取 り込 み 速 度(nM・h冑1),Ktは細 菌 群 の 基 質 親
和 性 を 示 す 取 り込 み 定 数 で あ る.(1),(2)式 か ら(3)式 を み ち び く.
(Cμt)/c=(Kt+Sn)/Vmax+A/Vmax・ ・ ・ ・ …(3)
天 然 海 水 中 の 基 質 濃 度(Sn)は 未 知 だ か ら.既 知 の 添 加 し た 基 質 濃 度A
(nM)に 対 す るCμt/c値 を プ ロ ッ トす る こ と で(3)式 を 適 用 す る,
この 算 出 法 に よ り,現 場 で の 最 大 基 質 取 り込 み 速 度(Vmax).現 場 海
水 中 の 基 質 を 完 全 に 取 り込 む の に 要 す る,代 謝 回 転 時 間(T七.Turnover
time),従 属 栄 養 細 菌 群 の 基 質 親 和 力(Kt)と 天 然 海 水 中 の 基 質 濃 度(
Sn)を 合 計 し た 値(Kt+Sn)の 以 上3つ の 情 報 を 得 る こ と が で き る.さ ら
に,Snを 実 測 す る と,Sn/Ttか ら 現 場 で の 基 質 の 代 謝 速 度(fluxrate,
v),お よびKtを 求 め る こ とが 可 能 に な る。 細 菌 細 胞 当 り の 最 大 基 質 取 り
込 み 速 度(Vmax/cell)は,14C-MPN法に よ り得 ら れ た 全 従 属 栄 養 細 菌 数
を 用 い て 算 出 した.
結 果
尾 鷲 湾(Stns.AとB)と 熊 野 灘(Stns.CとD)
最 大 基 質 取 り込 み 速 度(Vmax),Kt+Sn,代 謝 回 転 時 間(Tt),及 び 細
菌 細 胞 当 り のVmax値(Vmax/cell)をTable4-2に 示 し た.い ず れ の 基 質
の 場 合 も.従 属 栄 養 細 菌 数 の 多 い 内 湾 域(尾 鷲 湾)よ り も 従 属 栄 養 細 菌
数 の 少 な い 外 洋 域(熊 野 灘)の 方 がVmaxが 低 く,Ttが 長 く な っ た.1982
年4月 と1983年4月 のStn.CとStn.Dのグ ル タ ミ ン 酸 のTtは34.8～173 .5h
(av.97,2h)で,Vmaxは5.3～6.2nM・h-1(av,5.6nM・h-1)で あ
っ た・Stns・AとBに 比 べ てStns・CとDのTt値は10倍 以 上 高 く(長 く),
Vmax値 は1/3以 下 で あ っ た.酢 酸 の 取 り 込 み 活 性 は 更 に 顕 著 な 傾 向 を 示 し

































































































































減 少 し,Stn.Dで は 全 く取 り込 み を 示 さ な くな っ た.
高 知 沖
Vmax.T七,Kt+SnとVmax/cel1の各 値 をTable4-3に 示 し た.高 知 沖 の 海
域 に お い て も,Stn.A2を 除 く す べ て の 測 点 で,酢 酸 の 取 り込 み 活 性 を 全
く 認 め な か っ た.酢 酸 以 外 の 基 質 のTt値 は,グ ル タ ミ ン酸 が,103.9～
1117.6時 間(av.555.Oh),グル コ ー ス が782.3～2808.7時 間(av.
2034.3h),グ リ コ ー ル 酸 が892.0～ ○○で あ り,グ ル タ ミ ン酸 の 取 り込 み
活 性 が 最 も 高 く,つ い で グ ル コ ー ス で あ っ た.グ リ コ ー ル 酸 は,酢 酸 ほ
ど で は な い が.全 く 取 り込 み 活 性 を 認 め な い 試 料 が9試 料 の う ち2試 料 あ
っ た.細 菌 細 胞 当 りの 取 り込 み 活 性(Vmax/cell)は,熊野 灘 海 域 な ど の
他 の 外 洋 域 と 同 程 度 で あ っ た.
西 太 平 洋 と 南 シ ナ 海
実 験 は14C一 グ ル タ ミ ン酸 と14C一 酢 酸 の2種 類 の 基 質 に つ い て 行 い.得 ら
れ たVmax.TtとKt+Snの3つの パ ラ メ ー タ ー をTable4-4に 示 し た.
Singapore港 の 表 層(0.5m)のVmax値は 他 の 測 点 に 比 べ て1桁 高 く な り,
Tt値 は1桁 低 く(短 く)な っ た.Singapore港 を 除 くす べ て の 測 点 で 酢 酸
(濃 度 範 囲83～426nM)に 対 す る取 り込 み 活 性 を 全 く認 め な か っ た.
Singapore港 で は,14C-MPN法 か ら算 出 した 酢 酸 利 用 菌 数 が グ ル タ ミ ン 酸
利 用 菌 数 よ り多 い に も か か わ ら ず,グ ル タ ミ ン 酸 のTtは 酢 酸 のTtよ り1桁
低 くな っ た.
南 極 海 域
現 場 水 温 で の 従 属 栄 養 細 菌 群 の 基 質 取 り込 み 活 性 の 測 定 は1qcで ラ ベ ル
し た酢 酸 グ ル コ ー ス,グ ル タ ミ ン 酸,グ リシ ン と グ リ コ ー ル 酸 の5種 類
の 基 質 を 用 い て 行 い,そ れ ぞ れ の 基 質 のVmax,Tt.Kt+SnとVmax/cel1の
4つ の 値 をTable4-5に 示 し た・ 亜 熱 帯 収 束 線 ～ 南 極 前 線 の 海 域 に 位 置 す
る 測 点(Stns・1・7)の 現 場 水 温(13℃ 前 後)で の 取 り込 み 活 性 は 南 極

















































































































































































































































線 以 南 の 海 域 す な わ ち 南 極 海 で は グ ル タ ミ ン 酸,グ リ シ ン の 取 り 込 み
活 性 が 高 い の に 対 し て,酢 酸.グ リ コ ー ル 酸 と グ ル コ ー ス の 活 性 が 低 く,
測 点 に よ っ て は 全 く 取 り 込 み を 示 さ な か っ た.南 極 海 の グ ル タ ミ ン 酸 の
Vmax値 は,0.04～0.30nM・h一ユ(av.0.14nM・h'i)で,グ リ シ ン の
Vmax値 は0.05～0.20nM・h"i(av,O.11nM・h,i)で あ り,Stns.1と7の
グ ル タ ミ ン 酸.グ リ シ ン のVmaxと 同 程 度 で あ っ た.
取 り 込 み 活 性 に 及 ぼ す 水 温 の 影 響 を 明 ら か に す る た め.Stns.5とPI-3
で は 現 場 水 温(0℃ 前 後),10℃ と20℃ の3段 階,S七ns.6と6-1では 現 場 水
温(2.5℃.5.0℃)と20℃ の2段 階 で 取 り 込 み 活 性 の 測 定 を 行 っ た.各 培
養 温 度 に お け る 各 基 質 のTt値 をFig.4-1.Fig、4-2,とFig.4-3に 示 し
た,Stn.5で は.い ず れ の 基 質 も20℃ でTtが 最 も 長 く な っ た(Fig.4-1).
培 養 温 度 が 現 場 水 温0.8℃(±1℃)の 場 合 と10℃(±1℃)の 場 合 を 比 較


































































































































































































































タ ミ ン酸 と グ リ シ ン で あ り,グ ル コ ー ス は 同 程 度,グ リ コ ー ル 酸 で は 現
場 水 温 の 方 が 高 い 活 性 を 示 し た(Fig.4-1).海 氷 帯 のStn.PI-3で は,
い ず れ の 基 質 も現 場 水 温(0℃)で 最 も 取 り込 み 活 性 が 低 く な っ た(T七 が
数1,000時 間 ～ ○○).酢 酸 グ ル コ ー ス と グ ル タ ミ ン 酸 は10℃ で 最 も活 性
が 上 が り.グ リ シ ン は10℃ よ り も20℃ で 更 に 活 性 が 上 が っ た.Stn.PI-3
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で は 培 養 温 度 に 関 係 な くグ リ コ ー ル 酸 を 全 く取 り込 ま な か っ た(Fig .
4-2)・Stns・6と6-1では,取 り込 み 活 性 を 認 め た い ず れ の 基 質 も20℃ よ
り も現 場 水 温 で の 活 性 が 高 く,現 場 水 温 で 活 性 を 認 め な か っ た 基 質 は,












































































































種 々 の 海 域 で 行 っ た 現 場 で の 各 基 質 の 代 謝 回 転 時 間(Tt)と14C-MPN法
で 算 出 し た 全 従 属 栄 養 細 菌 数 との 関 係 に つ い て 調 べ た(Fig.4-4).用
い た 基 質 に よ り異 な る 傾 向 を 認 め た.グ ル タ ミ ン 酸 は細 菌 数 の 増 加 に 伴
一58一
い,代 謝 回 転 時 間(Tt)が 短 く な り。 高 い 負 の 相 関(r=-O.77)を 示 し た.
グ リ シ ン の 場 合 も 高 い 負 の 相 関(r=-O.76)を 認 め た.グ ル コ ー ス の 場 合,
従 属 栄 養 細 菌 数 とTtの 間 に は 有 意 な 相 関 を 認 め ず,海 水 試 料 ご と の 変 動
が 大 き か っ た.グ リ コ ー ル 酸 で も,有 意 な 相 関 を認 め ら れ ず,全 く取 り
込 み 活 性 を 示 さ な い も の も6試 料 あ っ た.酢 酸 の 場 合,全 従 属 栄 養 細 菌 数
が10"cells・ml-1以 下 の 海 域 で は,25試 料 の 内20試 料 が 酢 酸 に 対 す る 取





















グ ル タ ミ ン 酸 と グ リ シ ン の フ ラ ッ ク ス(Fluxrate)
各 種 海 域 で 行 っ た 海 水 中 の 溶 存 態 遊 離 ア ミ ノ 酸(DFAA.Dissolved
FreeAminoAcid)量 の 測 定 結 果(Table3-1),な ら び に 現 場 に お け る
グ ル タ ミ ン 酸 と グ リ シ ン のTt値 か ら 基 質 取 り 込 み 速 度(v、1。,Vg1の を
算 出 し た 。 内 湾 域 で は グ リ シ ン と グ ル タ ミ ン 酸 の 濃 度 が 高 か か っ た が,
外 洋 域 で はLeeandBada(1975)の 報 告 と 同 様 グ リ シ ン と セ リ ン の 濃
度 が 高 か っ た(Table3-1).外 洋 域 のDFAAの 合 計 量 は100～200nMであ
る の に 対 し て,内 湾 域 で は そ の2倍 以 上 の 現 存 量 を 認 め た.化 学 分 析 に よ
る グ ル タ ミ ン 酸 と グ リ シ ン の 現 存 量(Sn)と.14C一 グ ル タ ミ ン 酸 と14C一
グ リ シ ン を 用 い て 算 出 し た 代 謝 回 転 時 間(Tt)か ら 現 場 で の 取 り 込 み 速
度(Vgl、,Vgiy)を 計 算 す る と,内 湾 域(尾 鷲 湾,Stn.A)でVgtuが
17.5nM・h"1,Vglyが7.8nM・h'i.外 洋 域 で はVg1。 が0.03～0.45nM
・h-1(av.0.16nM。h　 1),VgIyカsO.02～0.35nM・h-1(av.0.15nM
・h'i)で あ っ た.14C-MPN法 か ら 算 出 し た 従 属 栄 養 細 菌1細 胞 当 り に 換 算
す る と,内 湾 域(Stn.A)で はVg1./cellが,3.2×10-snmol・h-1・
cell'i,外 洋 域 で はV。1。/ce11が2.0×10'-9～1,9×10　8nmol・h-1・
ce11-1(av.9.1×10'9nmo1・h'i・ce11-1)で あ っ た.
考 察
本 章 で は,天 然 海 水 中 の 細 菌 群 の 基 質 取 り込 み 活 性 を 測 定 す る た め に,
Michaelis-Mentenの酵 素 活 性 式 を 応 用 し たParsonsandStrickland(
1962),WrightandHobbie(1966)の方 法 を 用 い た.本 法 を 外 洋 域 の
よ う な 低 栄 養 水 域 で 用 い た 場 合,細 菌 群 の 基 質 取 り込 み 活 性 は 理 論 上 の
基 質 飽 和 型 曲 線(双 曲 線)を 描 か ず,解 析 が 困 難 に な る こ と が 従 来 か ら
報 告 さ れ て い る(VaccaroandJannash,1967:HamiltonandPreslan,
1970:Gocke,1977;Gockeeta1..1981;etc.).その 原 因 と し て 様 々
な こ と が 考 え ら れ る・ 実 験 操 作 上 の 人 為 的 な要 因 と し て は,取 り込 み 活
性 測 定 の 際 に 添 加 す る基 質 濃 度 が あ る.有 機 物 濃 度 の 希 薄 な 外 洋 域 で は
基 質 濃 度 が 特 に 重 要 な 問 題 に な る(Williams.1973:Barvenikand
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Malloy,1979).BarvenikandMalloy(1979)はグ リ シ ン を 用 い た 取
り込 み 活 性 測 定 実 験 の 際 添 加 す る グ リ シ ン の 濃 度 範 囲 を 数nM～ 数10nM
に す る こ と で,ParsonsandStrickland(1962)の方 法 に よ る 解 析 が 可
能 に な る こ と を 報 告 して い る.FergasonandSunda(1984)は,外洋 海
水 試 料 へ の 極 微 量 の 金 属 類 や 様 々 な有 機 物 の 混 入 が 問 題 に な る こ と を 指
摘 して お り,塩 酸 処 理 を 施 し た テ フ ロ ン製 の サ ン プ ル ビ ン,ロ ー プ,メ
ッセ ン ジ ャ ー に よ る 採 水 方 法(cleantechnique)を用 い た 上 で,添 加 基
質 濃 度 を 下 げ る(O.Ol～7nM)と,ア ミ ノ 酸 の 取 り込 み 活 性 がMichaelis
-Mentenの 酵 素 活 性 モ デ ル に 従 う と し て い る.海 水 中 の 溶 存 態 遊 離 ア ミ ノ
酸(DFAA)の 濃 度 が,生 産 性 の 高 い 沿 岸 ±或の 表 層 で 数100nM,外 洋 域 で
100nM前 後(Table3-1,LeeandBada,1977;MoPPerandLindroth,
1982)で あ る こ と を 考 慮 す る と,従 属 栄 養 活 性 測 定 の 際 に 添 加 す る 基 質
濃 度 を ナ ノ モ ル(nM)に 下 げ る の は 当 然 の こ とか も知 れ な い.本 研 究 で
海 水 試 料 の 採 取 に 用 い た ガ ラ ス ボ トル は,無 リ ンの 実 験 ガ ラ ス 器 具 専 用
の 洗 剤(Scat,第 一 工 業 製 薬 社 製)で 洗 浄 し た 後,十 分 に 再 蒸 留 水 で ゆ
す ぎ,電 気 炉 で450℃,1時 間 以 上 燃 焼 し て 使 用 し た.従 っ て,微 量 の
金 属 や 有 機 物 の 混 入 は な い と考 え る.添 加 基 質 の 濃 度 は,従 来 の 数100
μg・1-1の 範 囲 か ら 下 げ,数10nMの 濃 度 範 囲 で 実 験 を 行 っ た(Table
4-1).そ の 結 果,グ ル タ ミ ン 酸 と グ リ シ ン はMichaelis-Mentenの 酵 素 活
性 モ デ ル に 従 い,低 基 質 濃 度(nM)で の 取 り込 み 活 性 測 定 の 重 要 性 を 確
認 し た.
酢 酸 グ リ コ ー ル 酸 と グ ル コ ー ス で は,基 質 濃 度 を 下 げ て も.解 析 が
困 難 な場 合 が 生 じ た.外 洋 域 で の1例 をFig.4-5に 示 す.最 も特 異 な傾 向
を 示 し た の は 酢 酸 で あ っ た.海 水 中 の 細 菌 数 が104cells・m1"1以下 の 外
洋 域 で は.実 験 を 行 っ た 試 料 の80%が 酢 酸 を全 く取 り込 ま な か っ た(
Fig.4-4).Gillespieetal.(1976)も,南極 海 で 行 っ た酢 酸 の 従 属
栄 養 活 性 の 測 定 実 験 で 同 様 の 結 果 を得 て い る.HamiltonandPreslan(
1970)は,グ ル タ ミ ン酸,グ リ シ ン.グ ル コ ー スtグ リ コ ー ル 酸 な ど を
含 む10種 類 の 基 質 を 用 い た 外 洋 域(太 平 洋,赤 道 付 近)で の 取 り込 み 活































































の 酵 素 活 性 式 に 従 わ な い が,グ ル タ ミ ン 酸,グ リシ ン.グ ル コ ー ス な ど
は 従 う と報 告 し て い る.外 洋 域 で の 基 質 取 り込 み 活 性 が,Michaelis-
Mentenの モ デ ル に 従 わ な い 別 の 要 因 と して 指 摘 さ れ て き た の は,従 属 栄
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養 細 菌 群 を 構 成 す る 細 菌 の 種 の 多 様 性 で あ る(Gocke,1977:Vaccaro
andJannasch,1967).しか し,第3章 で 述 べ た 様 に 外 洋 域 は 低 栄 養 細
菌 群.特 に 偏 性 低 栄 養 細 菌 が 優 占 す る こ と か ら,細 菌 群 の 構 成 が 多 様 で
あ る とす る よ り も,む し ろ 生 理 的 状 態 と し て は 均 質 で あ る.そ の 結 果,
外 洋 域 で は 低 栄 養 細 菌 の 持 つ 高 い 基 質 特 異 性 を 反 映 し て,限 ら れ た 基 質
にっ い て 高 い 取 り込 み 活 性 を 示 し た と考 え る.つ ま り,低 栄 養 細 菌 群 が
優 占 す る 外 洋 域 で は グ リシ ン,セ リ ン や グ ル タ ミ ン 酸 の よ う な 一 部 の ア
ミノ 酸 が 重 要 な 基 質 と な る.
酢 酸,グ ル コ ー ス と グ リ コ ー ル 酸 で は,14C-MPN法 で の 利 用 細 菌 数 が 比
較 的 多 い に も か か わ ら ず,取 り込 み 活 性 が 低 か っ た り,全 く取 り込 ま な
か っ た りす る 場 合 が あ る(南 シ ナ 海Fig.3-8,Table4-4).グル コ ー ス
は勿 論 の こ と,藻 類 の 光 合 成 代 謝 産 物 と して 海 水 中 に 放 出 さ れ る グ リ コ
ー ル 酸 は,細 菌 に 取 り込 ま れ た 場 合,そ の 大 半 が 呼 吸 に よ り消 費 さ れ,
エ ネ ル ギ ー 源 と な る(ShahandWright,1974;WrightandShah,1975)
.細 菌 の 異 化 系 酵 素 の 大 半 が 誘 導 性 酵 素 で あ る か ら,3～6hの 短 時 間 の
培 養 実 験 で は,十 分 な 取 り込 み が 起 こ ら な か っ た の か も し れ な い.酢 酸
も糖 類 の 異 化 生 成 物 と一 致 す る か ら,カ タ ボ ラ イ ト ・ リプ レ ッ シ ョ ン を
受 け,4週 間 の 長 期 培 養(14C-MPN法)と異 な り,3～6hの 短 時 間 培 養(
基 質 取 り込 み 実 験)で は 取 り 込 ま れ な か っ た と考 え る.
南 極 海 域 で は,培 養 温 度 に 対 す る 現 場 の 取 り込 み 活 性 の 変 化 を 調 べ た
(Fig.4-L4-2,と4-3).Stns.5,6と6-1で は,培 養 温 度 を20℃ に
上 げ る と,い ず れ の 基 質 も取 り込 み 活 性 が 低 下 し た.こ れ は,南 極 海 域
で 行 わ れ た 他 の 実 験 で も 報 告 さ れ て い る よ う に(Gillespieetal.,
1976;Morita,1977:HansonandLowery,1985:JonesandMorita,
1985:KottmeierandSullivan,1988),ほと ん ど の 細 菌 群 が 好 冷 性 で
あ る こ と に よ る と推 定 さ れ る.現 場 水 温 が00Cの 海 氷 帯 に 位 置 す るStn.
PI-3で は,10℃ で 最 も活 性 が 上 が っ た.し か し,他 の 測 点 と異 な る の
は,現 場 水 温(0℃)よ り も20℃ の 方 が よ り高 い 活 性 を 示 し た 点 で あ る.
HansonandLowery(1985)は,南極 海 で 有 機 物 濃 度 と培 養 温 度 が 従 属
栄 養 細 菌 群 に 与 え る 影 響 に っ い て 調 べ,溶 存 態 の 有 機 物 濃 度 を 上 げ る と.
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0～5℃ よ り も15℃ の 方 が 細 菌 の 増 殖 速 度 が 上 が る こ と を 示 し た ・Stn・
PI-3付 近 はt他 の 測 点 に 比 べ 富 栄 養 細 菌 や 通 性 低 栄 養 細 菌 が 優 占 す る こ
と か ら(第3章,Fig.3-11),IceAIgaeの 増 殖 と 溶 出 に よ り,海 水 中 の
有 機 物 濃 度 が 上 昇 し て い る と 予 想 で き る(Ackleyeta1.,1979)・ 現 場
水 温(0℃)よ り も20℃ で 取 り 込 み 活 性 が 上 が っ た の は,IceAlgaeの
増 殖 と 海 水 中 へ の 溶 出 に よ る 有 機 物 濃 度 の 上 昇 に 起 因 す る の か も 知 れ な
い.
Wright(1978)は,Vmax/AODC値(AODC,AcridineOrangeDirect
Count)が,天 然 水 中 の 従 属 栄 養 細 菌 群 の 生 理 的 状 態 や 代 謝 活 性 を 知 る た
め の 良 い パ ラ メ ー タ ー に な る と し て い る.彼 は.Massachusetts州の 北 東
の 沿 岸 か ら14km沖 合 い ま で の9定 点 のVmax/AODC値 を 比 較 し,貧 栄 養 水 域
の 海 洋 細 菌 は 休 眠 状 態(dormant)に 入 る こ と で,飢 餓 環 境 に 適 応 す る と
し たNovitskyandMorita(1977)やStevenson(1978)の 考 え 方 を 支
持 す る 結 論 を 導 い た.細 胞 当 り の 取 り 込 み 活 性(Vmax/ce11)を 算 出 す る
際 最 も 問 題 に な る の は,ど の 様 な 計 数 法 で 得 た 細 菌 数 を 分 母 に す る か
と い う こ と で あ る(Simon,1985).AODC値 は,全 細 菌 数 を 表 し,生 菌 数
や 活 性 細 菌 数 を 反 映 し な い(TaberandNeihof,1982).こ こ で は,
14C-MPN法 に よ り 得 た 従 属 栄 養 細 菌 数 を 使 っ てVmax/ce11値 を 算 出 し た(
Table4-2,Table4-3,とTable4-5).そ の 結 果,い ず れ の 海 域 に お い
て も,酢 酸 を 除 く と,外 洋 域 の 細 胞 当 り の 最 大 基 質 取 り 込 み 速 度(
Vmax/ce11)は,内 湾 水 域 の 従 属 栄 養 細 菌 群 のVmax/cellに 劣 ら な い こ と
を 認 め た。 こ れ は,外 洋 域 の 低 栄 養 細 菌 群 が,Hirsheta1.(1979)の
仮 定 し た"modeloligotrophs"のよ う に 効 率 的 な 基 質 取 り 込 み 系 を 保 持 す
る こ と を 示 す も の と 思 わ れ る.
現 場 海 水 中 の 取 り 込 み 活 性(Vmax,TtとKt+Sn)と,同 時 に 現 場 基 質 濃
度(Sn)を 測 定 す る と.実 際 の 基 質 の 代 謝 速 度(fluxrate:v・Sn/Tt)
の 算 出 が 可 能 に な る.尾 鷲 湾(Stn.A)の 場 合,グ ル タ ミ ン 酸 と グ リ シ
ン のVmax値 が そ れ ぞ れ,15.5～26.7nM・h-1(av.20.Onm・h-1) ,
3,1nM・h-1で あ っ た.v(fluxrate)は.そ れ ぞ れ4.8～21.OnM・h"i
(av.14.4nM・h'i),7.8nM・h'1で あ っ た.尾 鷲 湾 に 関 し て は,
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1984年 の ア ミ ノ 酸 の 分 析 値 と,1982年 と1983年 の 取 り込 み 活 性 の 測 定 値
を 用 い てfluxrateを 算 出 し て い る の で,決 定 的 な こ と は 述 べ ら れ な い が,
こ こ で の 値 を 見 る 限 り,尾 鷲 湾(S七n.A)で は,Vmaxの70～100%の 速
度 で グ ル タ ミ ン 酸 と グ リ シ ン の 代 謝 が 行 わ れ て い る よ う で あ る.外 洋 域
の 場 合,グ ル タ ミ ン 酸 のVmaxは.0.06～6.2nM・h-1(av.2.2nM・h-i) ,
グ リ シ ン のVmaxは,0.05～1.2nM・h-1(av.0.5nM・h-1)で あ っ た.
こ の 時 のfluxrate(v)は,グ ル タ ミ ン 酸 がO.03～O.45nM・h-1(av.
0.20nM・h『1),グ リ シ ン が0.02～0.35nM・h'i(av.0。18nM・h-1)
で あ り.そ れ ぞ れVmavの9.1%,43.0%で あ っ た.Crawfordeta1.(
1974)がNorthCarolina州のPamlico川 の 河 ロ 域 で 行 っ た 従 属 栄 養 活 性 の
測 定 実 験 で は,グ ル タ ミ ン 酸 のfluxrateがVmaxの2.5～25.0%(av.
10.9%),グ リ シ ン が 平 均26.0%で あ っ た.グ ル タ ミ ン 酸 のflux
rateのVmaxに 対 す る 比 率 が.尾 鷲 湾 の 比 率 に 比 べ て 低 い の は,活 性 測 定
の 際 添 加 す る 基 質 濃 度 が 現 場 水 中 の 濃 度 に 対 し て 無 視 で き な い 程 度 で あ
り(本 研 究 の 約10倍),そ の た めTtが 長 く な り(Gockeeta1.,1981),
そ の 結 果fluxrateが 実 際 よ り も 小 さ く な っ た こ と に よ る と 考 え る.
内 湾 域 と 異 な り 外 洋 域 で は グ ル タ ミ ン 酸 と グ リ シ ン のfluxrateが 同 程
度(約0.2nM・h幽1)で あ り,外 洋 域 に お い て グ リ シ ン が 重 要 な 基 質 で
あ る こ と を 明 ら か に し た,海 水 中 の グ リ シ ン 濃 度 が 高 い の は,分 子 量 が
小 さ く,エ ネ ル ギ ー 効 率 が 悪 い た め に 利 用 さ れ ず に 残 る と す る 考 え 方 が
あ る(AndrewsandWilliams,1971).し か し,こ の 考 え 方 は,グ ル タ
ミ ン 酸 グ リ シ ン のfluxrateが 同 じ こ と か ら も 否 定 で き る。 グ リ シ ン や
セ リ ン は,植 物 プ ラ ン ク ト ン の 光 合 成 初 期 産 物 の グ リ コ ー ル 酸 を 基 質 と
す る 光 呼 吸 の 過 程 で 生 じ,代 謝 産 物 と し て 海 水 中 に 放 出 さ れ る と 推 定 で
き る(横 田,1990).従 っ て,植 物 プ ラ ン ク ト ン の 光 合 成 を 主 要 な 有 機
物 の 供 給 源 と す る 外 洋 域 の 従 属 栄 養 細 菌 群 に と っ て は,グ リ シ ン や セ リ
ン が 特 に 重 要 な 存 在 と な る の は 当 然 と い え よ う.
な お,第5章 で 述 べ る よ う に.外 洋 域 の 細 菌 細 胞 当 り の グ ル タ ミ ン 酸 と
グ リ シ ン のfluxrate(そ れ ぞ れ2.2×10`4と2.0×10'4pmol・d"i・
cell¶1)が,分 離 し た 海 洋 細 菌(F-34株)の 低 栄 養 増 殖(oligotro一
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Phicgrowth)状 態 で の グ ル タ ミ ン 酸 と グ リ シ ン(25nM)の 基 質 取 り 込
み 速 度(5.4x10-4と2.5×10-4pmo1・d'i・cell'i)と 近 似 し た 値 を 示
し た の は 興 味 深 い こ と で あ る.
摘 要
(1)外 洋 域 で は,グ ル タ ミ ン 酸 や グ リ シ ン に 対 す る 取 り込 み 活 性 が 高 か
っ た.一 方,外 洋 海 水 試 料 の80%が 酢 酸 を ま っ た く取 り込 ま ず,第3章
で 述 べ た低 栄 養 細 菌 群 の 持 っ 高 い 基 質 特 異 性 と 一 致 し た.
(2)内 湾 域 の 取 り込 み 活 性 は,い ず れ の 基 質 も外 洋 域 よ り も高 か っ た.
と こ ろ が,細 菌 細 胞 当 り(Vmax/ce!l)に 換 算 す'る と,外 洋 域 の グ ル タ ミ
ン 酸 や グ リ シ ンの 取 り込 み 活 性 は,内 湾 域 の 細 菌 に 優 り こ そ す る が,劣
る も の で は な か っ た.
(3)現 場 水 温 が 一〇.4～5℃(夏 期)の 南 極 海 で は,取 り込 み 実 験 時 の 培
養 温 度 を20℃ に 上 げ る と,い ず れ の 基 質 も取 り込 み 活 性 が 低 下 し,細 菌




外 洋 域 に は,従 来 の 高 濃 度 有 機 物 培 地 で 捉 え ら れ な い 低 栄 養 細 菌 が 優
占 し,物 質 循 環 に 果 た す 役 割 も 大 き い こ と を 前 章 ま で に 明 ら か に し た.
有 機 物 濃 度 の 希 薄 な 外 洋 海 水 中 に 生 息 す る 従 属 栄 養 細 菌 群 は,そ の 生 存
戦 略 と して,(1)飢 餓 状 態 で の 生 残(Starvation-Survival)(Morita
,1982),(2)デ ト リ タ ス 等 の 粒 子 状 物 質 の 部 分 的 な 高 濃 度 域 に 付 着
して の 増 殖(Dawsoneta1.,1981),及 び(3)低 栄 養 環 境 に 適 応 した
増 殖(01igotrophicGrowth)(lshidaandKadota,1979:Ishidaet
a1.,1980,1986:FuhrmanandAzam,1982:EguchiandIshida,1990)
,の い ず れ か の 生 存 形 態 を と る も の と考 え られ る.と こ ろ が,今 日 ま で
の 外 洋 域 の 従 属 栄 養 細 菌 群 に 関 す る研 究 で は,前2者 が 主 に 取 り扱 わ れ,
外 洋 域 に お け る 主 要 な 生 存 形 態 と さ れ て き た(Morita,1986).第3番 目
の 生 存 戦 略 に 関 す る 研 究 は,実 験 方 法 の 困 難 さ も加 わ っ て 極 め て 少 な く,
ま た(3)の 重 要 性 を 主 張 す る に は 不 十 分 な もの で あ っ た(Carlucci
andShimp,1974;Malloryeta1.,1977:Akagietal.,1977).前章
まで に,14C-MPN法 を 用 い る こ と で,外 洋 水 中 で は 低 栄 養 細 菌 群 が 優 占 す
る こ と を 見 い 出 し,(3)の 戦 略 が 重 要 で あ る こ と の 確 信 を 得 た.本 章 で
は,こ の 細 菌 群 の 低 栄 養 環 境 で の 生 存 戦 略 を,低 栄 養 細 菌 の 生 理 的 特 性
か ら明 ら か に し よ う と し た.
第1節 分類学的特性
細 菌 の生 理 学 的実 験 や分 類 を行 う と き,対 象 とす る細 菌 の単 離 操 作 が
重 要 に な る.最 も広 く用 い られ て い る の は,細 菌 の寒 天 平 板 上 で の コ ロ
ニ ー形 成 能 を利 用 した画 線 操 作 で あ る.富 栄 養 細 菌 や通 性 低栄 養 細 菌 ば
多 くの 場 合 高 濃 度 培 地 に増 殖 し,コ ロニ ーを形 成 す るの で画 線 で の単離
操 作 が可 能 で あ る.し か し,偏 性 低 栄 養 細 菌 は高 濃 度有 機 物培 地 に増 殖
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せ ず,寒 天 平 板 培 地 で コ ロニ ーを形 成 しな い もの が 多 い の で,通 常 の 方
法 に よ る単 離 は 困難 で あ る.そ こで,外 洋 海水 と同程 度 の低 濃 度 液 体 培
地 を 用 い た希 釈 法 に よ る偏 性 低栄 養 細 菌 の 純粋 分離 を試 み た.通 性 低 栄
養細 菌 は寒 天平 板 に よ り単 離 を行 い,常 法 に よ り分類 を行 った.
材料及び方法
純 粋 分 離
希 釈 法 で の 偏 性 低 栄 養 細 菌 の 純 粋 分 離 の 手 順 を 以 下 に 示 し た.
(1)試 料 海 水 を 接 種 し,3週 間 培 養 し たi4C-MPN法(第2章 参 照)の 培 養
試 験 管(14C-STIO'"培 地)の 中 で,培 養 液 のdpm値 が 陽 性 で あ り,
STIO--i培 地 へ の2次 接 種 で 濁 る ほ ど増 殖 せ ず,尚 か つ,で き る だ け 希 釈 段
階 の 高 い 試 験 管 を 選 ぶ.
(2)選 び 出 し た 試 験 管 の 培 養 液 を 新 た に 調 整 し たSTIO'4培 地(10ml)
とSTIO"i培 地(5m1)に そ れ ぞ れ 約0.1mlず つ 接 種 し,20℃ で1～2週 間
培 養 す る.
(3)培 養 後,STIO'4培 地 か ら半 量 の5mlを 無 菌 的 に 採 取 し,DC-MPN法(
第2章 参 照)で 行 っ た の と 同 様 にDAPI染 色 を 行 い,ST10-4培 地 中 の 細 菌 数
を 計 数 す る.STIO'i培 地 は,濁 り に よ り増 殖 の 有 無 を 検 定 す る.
(4)ST10-4培 地 で105cells・ml-1以 上 に 増 殖 し,ST10-1培 地 で 濁 りの
生 じな か っ た 試 験 管 に つ い て は,更 に(2)→(4)の 操 作 を3,4回 繰 り
返 し た.
(2)→(4)の 操 作 を 繰 り返 す こ と に よ り,偏 性 低 栄 養 細 菌 の 純 粋 分 離
を 行 っ た.
通 性 低 栄 養 細 菌 の 純 粋 分 離 は,14C-MPN法 の 培 養 試 験 管 の う ち,14C-
STIO'4培 地 とSTIO-i培 地 い ず れ の 培 地 で も陽 性 と判 定 し た も の に っ い て,
STIO'4培 地 か らST10-1寒 天 平 板 培 地 に 画 線 し て 行 っ た.ま た.上 述 の
(2)→(4)の 操 作 途 中 で,STIO-1培 地 で も濁 る ほ ど 増 殖 可 能 に な っ た
細 菌 は,そ の 段 階 で 通 性 低 栄 養 細 菌 と 同 じ操 作 で 純 粋 分 離 を 行 い,適 応
性 通 性 低 栄 養 細 菌(AFO,AdaptedFacultativeOligo七rophs)とし た.
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偏 性 低 栄 養 細 菌9株(0-1～O-9株)の う ち,O-3～0-7株 の5株 は,熊 野 灘
Stn.D(0.5m層)か ら 分 離 し,0-1株,0-2株 とO-8株 は そ れ ぞ れ 高 知 沖
Stn.A2.S七n.A6とStn.C1の 表 層(0.5m層)か ら,O-9株 はStn.Cl
(125m層)か ら 分 離 し た.通 性 低 栄 養 細 菌 と 適 応 性 通 性 低 栄 養 細 菌 の 純
粋 分 離 し た 起 源 は,Table5-1に 示 し た.
基 質 利 用 性
STIO"4培 地 を10ml入 れ た 試 験 管 に,14C一 酢 酸 と14C一 グ リ シ ン を 別 々 に
20nCiず つ 添 加 し,オ ー トク レ ー プ で 滅 菌 処 理 し た2種 類 の 反 応 液 を 調 整
した.こ の2種 類 の 反 応 液 に,分 離 し た 偏 性 低 栄 養 細 菌9株,適 応 性 通 性
低 栄 養 細 菌17株 と通 性 低 栄 養 細 菌4株 を そ れ ぞ れ 接 種 し(102～103cells
・m1『1),20℃ で2～3週 間 培 養 し た.培 養 後,孔 径0.22μmの ミ リポ ア
フ ィル タ ー で 培 養 液 を 濾 過 し,フ ィ ル タ ー を 乾 燥 後,液 体 シ ン チ レ ー シ
ョン カ ウ ン タ ー で フ ィ ル タ ー 上 に 捕 集 し た菌 体 の 取 り込 ん だ 放 射 線 量 を
測 定 し た.
属 レベ ル で の 分 類
適 応 性 通 性 低 栄 養 細 菌17株 と 通 性 低 栄 養 細 菌17株 の 属 レ ベ ル で の 分 類
を 常 法(Simidu,1985)にし た が っ て 行 っ た.
結 果
基 質 利 用 性
分 離 菌 株 の14C一 グ リ シ ン と1aC一 酢 酸 の 取 り込 み 量(dpm値)をTable
5-2に 示 し た,偏 性 低 栄 養 細 菌9株 は,す べ て グ リシ ン を 利 用 し た が,酢
酸 を利 用 す る 菌 株 は9株 中4株 で あ っ た.適 応 性 通 性 低 栄 養 細 菌17株 と通
性 低 栄 養 細 菌17株 は,実 験 を 行 っ た 菌 株 す べ て が グ リ シ ン と酢 酸 を と も
に 利 用 す る こ と が 可 能 で あ っ た.通 性 低 栄 養 細 菌 に つ い て は,4株 の 結 果













































































































































































































































































属 レベ ル で の 分 類
通 性 低 栄 養 細 菌 と適 応 性 通 性 低 栄 養 細 菌 は,常 法 に 従 っ て 属 レ ベ ル ま
で の 分 類 を 行 っ た(Table5-3).通 性 低 栄 養 細 菌 はVibrio-Aeromonas群
の ほ か,Flavobacterium属,Pseudomonas-Alteromonas群,Alcaligenes
属 な ど細 菌 相 が 多 様 で あ っ た の に 対 し,適 応 性 通 性 低 栄 養 細 菌 は17株 の
う ち13株 がPseudomonas-Alteromonas群で あ っ た.偏 性 低 栄 養 細 菌 は,寒
天 平 板 に コ ロニ ー を 作 れ ず 低 濃 度 液 体 培 地 の み に 増 殖 し,高 濃 度 培 地 に



















IshidaandKadota(1981)は,琵琶 湖 北 湖 か ら 分 離 し た18株 の 偏 性 低
栄 養 細 菌 の 基 質 利 用 性 を 調 べ た 結 果,グ ル タ ミ ン 酸,グ リ シ ン,セ リ ン.
グ リ コ ー ル 酸 等 を よ く利 用 す る 反 面 酢 酸,プ ロ リ ン,ロ イ シ ン に 対 す
る 利 用 性 が 非 常 に 低 い こ と を 指 摘 して い る.本 研 究 で 分 離 し た 偏 性 低 栄
養 細 菌9株 も,グ リ シ ン を よ く利 用 す る の に 対 し,酢 酸 の 利 用 性 が 低 く,
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淡 水 性 の 偏 性 低 栄 養 細 菌 と 似 た 基 質 利 用 性 を 示 し た.i4C-・MPN法 に よ る計
数 実 験 の 結 果,偏 性 低 栄 養 細 菌 の 優 勢 な 外 洋 域 で は グ リ シ ン利 用 菌 が 多
い の に 対 し て,酢 酸 利 用 菌 が 少 な い こ と を 述 べ た が(第3章),こ の こ と
は 分 離 し た 偏 性 低 栄 養 細 菌 の 基 質 利 用 性 か ら も裏 付 け る こ と が で き た.
希 釈 法 に よ り偏 性 低 栄 養 細 菌 の 純 粋 分 離 を 試 み た.STIO"4培 地 へ 数 回
植 え継 ぎ を 繰 り返 す 過 程 で,29株 中20株 が 高 濃 度 有 機 物 培 地(ST10暫!培
地)で 増 殖 し て 濁 り を 見 せ る よ う に な っ た.寒 天 の み の 平 板 培 地 等 を 用
い て 分 離 し た 外 洋 域 の 従 属 栄 養 細 菌 が,低 濃 度 培 地 で の 植 え 継 ぎ を 繰 り
返 す う ち に,有 機 物 濃 度 の 高 い 寒 天 平 板 で の コ ロ ニ ー 形 成 が 可 能 に な る
とい う報 告 は 多 い(Colwelletal.,1985:Grimesetal,1986;
Simidueta1.,1986;Carluccietal.,1986).逆に,Hbfle(1983)
は,CLyl、Q」山agajohn§pnaeの グ ル コ ー ス 制 限 下 で の 長 期 連 続 培 養 実 験
(ケ モ ス タ ッ ト,D・0.03h-1)から,本 菌 が 生 き て い る が コ ロ ニ ー形 成
能 を 失 っ た 生 理 状 態 に 陥 る こ と を 報 告 し て い る.従 っ て,i4C-MPN法 に よ
り計 数 し た 偏 性 低 栄 養 細 菌 の 一 部 が,外 洋 水 に 適 応 した 通 性 低 栄 養 細 菌
に よ っ て 構 成 さ れ て い る 可 能 性 は あ る.
分 離 し た 通 性 低 栄 養 細 菌 は,V地rio二Aerqmo珪a§ 群 を 中 心 に 比 較 的 多 様
な細 菌 相 を 示 し た が,適 応 性 通 性 低 栄 養 細 菌 は,Pseudomonas-Altero-
mon鐙 群 が そ の70%以 上 を 占 め た.Akagieta1.(1980)が,外洋 域
(南 西 諸 島 付 近)で 行 っ た 海 洋 細 菌 の 分 類 実 験 で も 本 研 究 と 同 様 の 傾 向
を 認 め て い る.彼 ら は,ヌ ク レ オ ポ ア フ ィ ル タ ー に よ り外 洋 水 か ら細 菌
を 集 め,寒 天 平 板 培 地(有 機 炭 素 量 は16.8mgC・1-i)を用 い て 分 離 し た
結 果,低 栄 養 細 菌(本 研 究 の 定 義 で は 通 性 低 栄 養 細 菌 に 相 当 す る)で は
踏eu旦g皿o腿 §属 が 優 占 し,富 栄 養 細 菌(有 機 炭 素 量 が2.074mgC・1-1の 寒





低 栄 養 環 境 に お け る 海 洋 細 菌 の 飢 餓 や 増 殖 な ど の 生 理 学 的 な 研 究 は,




な わ ち,高 濃 度 培 地 で 増 殖 し た 海 洋 細 菌 を 人 工 海 水 の み の 飢 餓 環 境 に 移
し,そ の と き の 生 理 的 変 化 か ら.外 洋 域 な ど で の 細 菌 の 状 態 を 知 ろ う と
す る手 法 で あ る.外 洋 海 水 が 有 機 物 に 富 み,生 息 し て い る 従 属 栄 養 細 菌
群 の 大 半 が 富 栄 養 細 菌 に よ っ て 優 占 さ れ て い る と す る な ら,こ の 手 法 も
有 効 で あ ろ う.し か し,外 洋 域 は,有 機 物 濃 度 が 希 薄 で あ り,そ の 環 境
に 適 応 し た 低 栄 養 細 菌 が 優 占 して い る.従 っ て,外 洋 域 で の 従 属 栄 養 細
菌 群 の 真 の 生 存 状 態 を 理 解 し,そ の 生 存 戦 略 を 解 明 す る た め に は,高 濃
度 培 地 と飢 餓 培 地 の み を 用 い た 実 験 系 で は 不 十 分 で あ る.こ こ で は,通
性 低 栄 養 細 菌 を モ デ ル 細 菌 と して,様 々 な 有 機 物 濃 度 環 境 及 び 飢 餓 環 境
で の 生 菌 数 総 菌 数,初 期 取 り込 み 速 度 や 細 胞 体 積 の 変 化 な ど か ら そ の
環 境 で の 生 理 状 態 を 調 べ,外 洋 域 に お け る 低 栄 養 細 菌 の 生 存 戦 略 を 明 ら
か に し よ う と し た.
材料及び方法
供 試 菌 株
海 洋 か ら分 離 し た 通 性 低 栄 養 細 菌(グ ラ ム 陰 性 菌)のF-34株,F-206株
とF-211株 の3株 を 供 試 菌 と し て 用 い た.分 離 起 源 はTable5-1に 示 し た と
お り で あ る.こ の 通 性 低 栄 養 細 菌3株 の 他 に 対 照 と して,浦 神 湾(Stn.
U2)の 底 泥 か ら分 離 し た 富 栄 養 細 菌UB-33株(グ ラ ム 陰 性 菌)とE.ΩqL1
(IFONo.3301,K12株)を 供 試 菌 と し て 用 い た.
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培 地
高 濃 度 有 機 物 培 地(H培 地)と 低 濃 度 有 機 物 培 地(L培 地)を 用 い て 細
菌 の 培 養 を 行 っ た.H培 地 の 組 成 は,ト リ プ チ ケ ー ス ペ プ ト ン(BBL)
0.5g,酵 母 エ キ ス0.3g,K2HPO40.1gを人 工 海 水11に 添 加 し て,調 製
し た.L培 地 は,H培 地 を 人 工 海 水 で1.000倍 に 希 釈 し て 調 製 し た.人 工 海
水 は,Mard6reta1.(1985)のNSS(ninesaltsolution)を 用 い た.
人 工 海 水(NSS)の 成 分 は,NaC117.6g;Na2SO41.47g;NaHCO30.08
g:KC10.25g;KBrO.04g;MgCl2・6H201.87g;CaC12・2H200.41
g;SrCl2・6H200.01g;H3BO30.01g以 上9種 類 の 無 機 塩 類 を 再 蒸 留 水
(蒸 留 水 をNaOHで 弱 ア ル カ リ 性 に し,KMnO4を 微 量 添 加 し て 再 蒸 留 し た)
1,0001に 溶 解 し,pH7.8に 調 製 し た.有 機 物 を 全 く 添 加 し な い 飢 餓 培 地
に は,こ の 人 工 海 水 の み を 用 い た.使 用 し た 培 地 は す べ て オ ー ト ク レ ー
プ(120℃,15分)滅 菌 し た 後,pH7.8に 無 菌 的 に 再 調 整 し て 使 用 し た.
な お,実 験 に 使 用 し た ガ ラ ス 器 具 は.す べ て 専 用 洗 剤(Scat,第 一 工 業
製 薬)で 充 分 に 洗 浄 し,再 蒸 留 水 で ゆ す い だ 後,450℃ で1時 間 以 上 燃 焼
し た.
培 養 と飢 餓 の 条 件
高 濃 度 有 機 物 環 境 で の 増 殖(旧G,EutrophicGrowth)
継 代 培 養 を行 っ て い る寒 天 斜 面 培 地(H培 地)か ら1白 金 耳 と り,滅 菌
人 工 海 水(NSS)に 懸 濁 す る.こ の 懸 濁 液 一① 約0.1m1を100m1のH培地
に 接 種 し,20℃ で12時 間 振 と う培 養(100rpm)を行 い 前 培 養 と し た.こ
の 前 培 養 液 を,接 種 時 の 菌 濃 度 が 約103cells・ml'iに な る よ う に 別 のH培
地 に 接 種 し,20℃ で12時 間 振 と う培 養(100rpm)を行 い,得 られ た 後 期
対 数 増 殖 期 の 細 胞 を 富 栄 養 状 態 の 細 胞,EG-cellと し た.
低 濃 度 有 機 物 環 境 で の 増 殖(OG,OligotrophicGrowth)
上 述 の 懸 濁 液 一① か ら 約0,01m1を100mlのL培 地 に 接 種 し,20℃ で24～
72時 間 静 置 培 養 を行 う.こ の 培 養 液 か ら再 び 約0.01mlを 別 の 新 し いL培
地(100m1)に 接 種 し,20℃ で24～72時 間 静 置 培 養 を 行 う.こ のL培 地 に
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よ る 静 置 状 態 で の 継 代 培 養 を3～4回 繰 り返 し行 っ た.L培 地 で 継 代 培 養 し
た 細 菌 を,菌 濃 度 が 約103cells・ml-iに な る よ う に 適 当 量 のL培 地 に 接 種
し.20℃ で24～48時 間 静 置 培 養 を 行 い,得 られ る 後 期 対 数 増 殖 期 の 細 胞
を 低 栄 養 状 態 の 細 胞,OG-cel1と し た.
飢 餓 環 境(S,Starvation)
EG→S(高 濃 度 培 地 で 増 殖 し た 細 菌 を 飢 餓 環 境 に 移 し た 場 合)
H培 地 で 増 殖 して い るEG-cel1(ca.108cells・m1-1)を遠 心 分 離 操 作
(6,500×g,5min)によ っ て 集 菌 し,滅 菌 人 工 海 水 で2度 遠 心 洗 浄 を行
い,滅 菌 人 工 海 水 の み の 飢 餓 培 地 に 一 定 の 菌 量(103～107cells・ml-1)
を 懸 濁 し た.
OG→S(低 濃 度 培 地 で 増 殖 し た 細 菌 を 飢 餓 環 境 に 移 し た 場 合)
L培 地 で 増 殖 して い るOG-ce11(ca.106cells・ml'i)を0.2μmのヌ ク レ
オ ポ ア フ ィ ル タ ー(Nucleopore社 製)で 無 菌 的 に,ゆ る や か に 吸 引 濾 過
し て 集 菌 し,滅 菌 人 工 海 水 で 充 分 洗 浄 し た 後,滅 菌 人 工 海 水 に 懸 濁 し た.
こ の 懸 濁 液(ca。107cells・m1-1)から 飢 餓 培 地 へ 適 当 量 移 し た.
抗 生 物 質 の 添 加
増 殖 実 験 で は,オ ー トク レ ー プ で 滅 菌 処 理 し た 各 培 地 に 無 菌 濾 過 し た
抗 生 物 質 を 添 加 し た 後,各 細 菌 を 接 種 し,培 養 して 生 菌 数 の 経 時 変 化 を
調 べ た.使 用 し た 抗 生 物 質 は,グ ラ ム 陰 性 菌 の タ ン パ ク 合 成 を 阻 害 す る
ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル とDNA合 成 を 阻 害 す る ナ リ ジ キ シ ン 酸 の2種 類 で あ
る.ク ロ ラ ム フ ェニ コ ー ル と ナ リジ キ シ ン酸 は,そ れ ぞ れ 最 終 濃 度 が20
μg/m1と50μg/mlに な る よ う に 添 加 し た.
生 菌 数 の 計 数
生 菌 数 の 計 数 は,コ ロ ニ ー 計 数 法 で 行 っ た.必 要 に 応 じ て 培 養 液1m1
を 採 取 し,滅 菌 人 工 海 水 で 適 当 に10倍 希 釈 を 行 い,塗 抹 ま た は 混 釈 に よ
り寒 天 平 板 培 地 に 接 種 し た.使 用 した 寒 天 平 板 培 地 は,H培 地 に 寒 天(
Bacto-Agar,Difco社製)を 最 終 濃 度1.5%に な る よ う に 添 加 し た も の で
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あ る.総 菌 数 の 計 数 は,必 要 に 応 じ て 第2章(材 料 及 び 方 法)と 同 様,
DAPI染 色 法 に よ り行 っ た.
3H一チ ミ ジ ン の 取 り込 み 活 性 の 測 定
細 菌 のDNA合 成 活 性 の 測 定 は,[methyl-3H]-Thymidine(83Ci・
mmo1-1,Amersham社)の5%冷ト リ ク ロ ル 酢 酸(TCA)不 溶 性 画 分 へ の 取
り込 み に よ り測 定 し た.適 当 な 時 間 に 培 養 液 か ら試 料 を ス ク リ ュ ー キ ャ
ップ 付 試 験 管 に 無 菌 的 に5m1採 取 し,3H一 チ ミ ジ ン を添 加 した(最 終 濃 度
5nM)後,20℃,暗 所 で20分 間 培 養 し た.培 養 後,試 料 を1分 間 氷 冷 し,
同 じ く氷 冷 し た10%TCA溶 液 を等 量 の5m1培 養 試 験 管 に 加 え(最 終 濃 度
5%),更 に5分 間 氷 冷 し た 後,0.22μmの ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー 上 に 濾 過
し た,フ ィ ル タ ー は,2m1の 氷 冷5%TCA溶 液 で5回 以 上 洗 浄 し,乾 燥 し
た 後,ト ル エ ン 系 液 体 シ ン チ レ ー タ ー を5m1入 れ た バ イ ア ル ビ ン に 移 し,
フ ィル タ ー 上 の 放 射 線 量 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー(Packard
Tri-CARBModel2425)で測 定 し た.実 験 は す べ て2本 立(duplicate)で
行 っ た.ま た,試 料5mlに37%ホ ル ム ア ル デ ヒ ドを3H一 チ ミ ジ ン と 同
時 に 添 加 し て(最 終 濃 度4%),同 様 の 実 験 操 作 を行 っ た も の を 空 試 験
値 と し た.
基 質 取 り込 み 活 性 の 測 定
様 々 な有 機 物 濃 度 環 境 に お け る 細 菌 の 基 質 取 り込 み 活 性 の 指 標 と して,
初 期 取 り込 み 速 度 を 測 定 し た.F-34株 とF-206株 は,OG-ce11の 他 に.EG
-ce11を 人 工 海 水 の み の 飢 餓 培 地 に 移 し て24時 間 経 過 した[以 下,EG→S
(24h)と す る]飢 餓 細 胞 に つ い て,uB-33株 とE.qGliK12株 はEG→s(
24h)の 飢 餓 細 胞 に つ い て,そ れ ぞ れ 初 期 取 り込 み 速 度 を 測 定 し た.
種 々 の 培 養 状 態 の 菌 液5mlを 無 菌 的 に 試 験 管 に と り,各 種14C一 基 質 を
適 当 な 濃 度(最 終 濃 度25～250nM,7.5mM)に な る よ う に 添 加 し た.初
期 取 り込 み 速 度 測 定 中 の タ ン パ ク 合 成 を 抑 制 す る た め,14C一 基 質 添 加 と
同 時 に ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル も試 料 に 添 加 し た(最 終 濃 度20μg・
m1-1).14C一 基 質 を 添 加 後,適 当 な 時 間(7,15,30,45sec)に無 菌 的
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に 試 料 を1ml採 取 し,直 ち に0.22μmミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー 上 に 濾 過 し て・
基 質 の 取 り 込 み 反 応 を 停 止 さ せ た.濾 過 の 終 了 し た フ ィ ル タ ー は ・ 滅 菌
人 工 海 水5mlで2回 以 上 洗 浄 後,乾 燥 し,3H一 チ ミ ジ ン の 取 り 込 み 実 験 と
同 様 に し て フ ィ ル タ ー 上 の 放 射 線 量 を 測 定 し た.空 試 験 値 も3H一 チ ミ ジ ン
の 取 り 込 み 実 験 と 同 様 に し て 算 出 し た.用 い た 基 質 の 種 類 は.14C一 グ ル
タ ミ ン 酸,14C-一 グ リ シ ン.14C一 酢 酸,14C一 グ ル コ ー ス と14C一 グ リ コ ー ル
酸(比 活 性 等 は 第2章 材 料 及 び 方 法 参 照)に 加 え て,L-[14C(U)]一ロ イ
シ ン(337、1mCi・mmol-1),L-[14C(U)]一イ ソ ロ イ シ ン(326.OmCi・
mmo1-1)とL-[14C(U月一プ ロ リ ン(268.1mCi・mmol-1)の 合 計8種 類 で あ
る.す べ て の 測 定 実 験 は20℃ で 行 い,2本 立 て で2回 以 上 測 定 し た.
走 査 型 電 子 顕 微 鏡(SEM)に よ る 細 胞 の 形 態 観 察 と細 胞 体 積 の 測 定
細 胞 体 積 の 測 定 は,走 査 型 電 子 顕 微 鏡(JSM-T200型,日本 電 子 社 製)
に よ る撮 影 写 真 か ら 算 出 し た.DAPI染 色 用 の 試 料 と 同 じ く70%グ ル タ ー
ル ア ル デ ヒ ド(最 終 濃 度O.5～1%)で 固 定 し た 試 料 を適 当 量0.2μmヌ ク
レ オ ポ ア ー フ ィ ル タ ー 上 に 濾 過 捕 集 し,エ タ ノ ー ル 系 列(50～100%)
で 脱 水 後,最 終 的 に 酢 酸 イ ソ ア ミル で 置 換 し,臨 界 点 乾 燥(IJPD-5型,
日 本 電 子 社 製)を 行 っ た.臨 界 点 乾 燥 を 行 っ た 試 料 に,金(Au)イ オ ン
蒸 着(JFC-1100型,日本 電 子 社 製)を 行 い,SEMで 観 察,撮 影 し た.細 胞
体 積(V)は,細 胞 を 円 柱 の 両 側 に 半 球 の つ い た 形 に 近 似 し て,菌 体 の 長
軸(L)と 短 軸(W)をSEM像 か ら計 測 し,V・(π/4)×W2×(L-W/3)の式 か
ら算 出 し た(Bratbak,1985).球菌 状 の 細 胞 の 場 合 は,L・Wと な る.
透 過 型 電 子 顕 微 鏡(TEM)に よ る 観 察
各 培 養 液 を 遠 心 集 菌 して 試 料 と し た.た だ し,OG-cel1の 場 合 は,L一 培
地 を 用 い て 大 量(5～101)に 培 養 を 行 い,前 述 の よ う に0.22μmの ヌ ク
レ オ ポ ア フ ィ ル タ ー に よ る濾 過 操 作 で 集 菌 後,50m1の 滅 菌 人 工 海 水 に 懸
濁 し,そ の 懸 濁 液 か ら遠 心 集 菌 した.遠 心 集 菌 した 菌 液 の 沈 査 に2.0%
グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ドを加 え て 撹 は ん し,室 温 で1時 間 固 定 し た 後,1.0
%四 酸 化 オ ス ミ ウ ム を 加 え て 室 温 で2時 間 後 固 定 を 行 っ た.グ ル タ ー ル
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ア ル デ ヒ ド ー 四 酸 化 オ ス ミ ウ ム の 二 重 固 定 を 行 っ た 試 料 を 遠 心 洗 浄 し.
1.5～2.0%寒 天 に 包 埋 し,約1mm2の 細 片 に 切 り取 っ た.こ の 寒 天 に 包
埋 した 菌 体 を エ タ ノ ー ル 系 列(50～100%)で 脱 水 し,プ ロ ピ レ ン オ キ
サ イ ドで 置 換 後,エ ポ キ シ 系 樹 脂 に 包 埋 し た.試 料 の 超 薄 切 片 は,ダ イ
ヤ モ ン ドナ イ フ で 作 成 し,0.5%酢 酸 ウ ラ ン とReynoldsの ク エ ン 酸 鉛 法
で 電 子 染 色 を 行 い,TEM(BIOsysTEMJEM-1200EXII,日本 電 子 社 製)で 観
察 し.撮 影 を 行 っ た.
結 果
生 菌 数 の 経 時 変 化
通 性 低 栄 養 細 菌(F-34株)を 高 濃 度 有 機 物 環 境(H培 地,ca.300mgC
/1)で 増 殖 さ せ た場 合(EG-cell),EGから飢 餓 環 境(S)へ 移 し た 場 合,
ま た 低 濃 度 有 機 物 環 境(L培 地,ca.0。3mgC/1)で増 殖 さ せ た場 合(OG
-cel1),OGか らSへ 移 し た 場 合 の4つ の 異 な る 環 境 で の 生 菌 数(Fig.
5-1)の 経 時 変 化 を 調 べ た.ま た,そ れ ぞ れ の 場 合 に お け る,ク ロ ラ ム フ
ェ ニ コ ー ル と ナ リジ キ シ ン酸 の 添 加 に よ る 細 菌 数 の 変 化 に つ い て も併 せ
て 調 べ た.EG-cel1は,典 型 的 な バ ッチ 培 養 の 増 殖 曲 線 を 示 し,対 数 増 殖
期 の 増 殖 速 度 は1.33h"iで あ っ た,EG-cel1の 場 合,ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー
ル(最 終 濃 度20μg/ml)ま た は ナ リジ キ シ ン酸(最 終 濃 度50μg/m1)
の い ず れ か を 添 加 す る と,24時 間 目 以 降,生 菌 数 が1/100以 下 に な っ た
(Fig.5-1a).OG-cellの対 数 増 殖 期 の 増 殖 速 度 は,0.54h-1と 遅 く な
る が,抗 生 物 質 に 対 す る 感 受 性 はEG-ce11と 似 た 傾 向 を 示 し た(Fig.
5-1b).EG→Sで は,飢 餓 環 境 に 移 し て12時 間 後 に は 細 菌 数 が4～5倍 に
増 え た.こ の 飢 餓 の 場 合,タ ン パ ク合 成 阻 害 剤 で あ る ク ロ ラ ム フ ェニ コ
ー ル を 添 加 す る と,EGやOGと 同 様 に 生 菌 数 が 減 少 し た.し か し,DNA合 成
阻 害 剤 で あ る ナ リジ キ シ ン酸 を 添 加 し て も阻 害 さ れ ず 生 菌 数 は 増 加 し た
(Fig.5-1c).oG→sの場 合 もEG→sと 同 様 に生 菌 数 が 増 加 し た.し か し,
前 記2種 の 抗 生 物 質 に よ っ て 増 殖 が 阻 害 さ れ,EG→Sよ り もEGやOGと 似 て
い た(Fig.5-ld).EG-cellを飢 餓 環 境 に 移 す 実 験 は,F-34株 以 外 の 通
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性 低 栄 養 細 菌(F-206株 とF-211株)に つ い て も 行 っ た(Fig.5-2)・
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F-34株 と 同 様F-206株 とF-211株 共 に,EG→Sで 数 倍 か ら 約10倍 に 生 菌 数
が 増 加 し た.EG→Sで の ナ リ ジ キ シ ン 酸 の 添 加 効 果 は,F-206株 とF-211株
で 異 な っ た.F-211株 の 生 菌 数 は,DNA合 成 を 阻 害 す る と 減 少 し た が.
F-206株 は や や 増 加 傾 向 を 示 し た.
F-34株 のOG→Sで の 生 菌 数 の 経 時 変 化 に つ い て は,さ ら に 飢 餓 環 境 に 移
し た と き の 細 胞 数 を7.0×103cells・ml'1と7。0×105cells・m1-1に変 え
て 実 験 を 行 っ た.細 菌 数 が7.0×103cells・ml'1の場 合 は,飢 餓 環 境 に 移
し て24時 間 後 に 元 の 約4倍,72時 間 後 に は ほ ぼ10倍 の 生 菌 数 に 達 し た.と
こ ろ が,実 験 開 始 時 の 菌 濃 度 を7.0×105cells・m1-1に上 げ る と.72時 間
経 過 後 も 生 菌 数 に 変 動 は な か っ た(Fig.5-3).一 方,EG→sの 場 合 は,
Novi七skyandMorita(1978)の 結 果 と 同 様 に,菌 濃 度 を 変 え て も24時
















富 栄 養 細 菌UB-33株 は,H培 地 中 で は 通 常 の 増 殖 曲 線 を 示 し た(Fig.
5-4b)が,L培 地 中 で は,増 殖 で き な か っ た(Fig.5-4a).UB-33株の
EGce11を 飢 餓 環 境 に 移 し た と き の 生 菌 数 の 経 時 変 化 を 相 対 的(%)に 示
し た の がFig.5-5で あ る(初 発 菌 濃 度 は5.4×107cells・ml'i).72時間


























































































































































































































































































































































































飢 餓 環 境 に お け るDNA合 成 活 性 の 経 時 変 化
飢 餓 環 境 で の 細 菌 のDNA合 成 活 性 を 調 べ る た め に,3H一 チ ミ ジ ン の5%
TCA不 溶 性 画 分 へ の 取 り込 み 速 度 を 測 定 し た.通 性 低 栄 養 細 菌(F-34株)
のEG→SとOG→Sに お け る 初 発 菌 濃 度 を,103cells・m1"'iと105cells・
ml-1に じ た と き の,そ れ ぞ れ のDNA合 成 活 性 の 経 時 変 化 をFig.5-6に 示 し
た。 飢 餓 環 境 に 移 し て3時 間 経 過 し た 時 の 細 菌 細 胞 当 りの3H一 チ ミ ジ ン の
取 り込 み 速 度 を1,0と し て,そ の 後 の 取 り込 み 速 度 を 相 対 的 に 数 値 化 し た.
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EG→Sの 場 合,初 発 細 菌 濃 度 に 関 係 な く.24時 間 経 過 後 の3H一 チ ミ ジ ン 取
り込 み 速 度 は 飢 餓 環 境 に 移 し て3時 間 経 過 時 の 約10%に 低 下 し た.OG→
Sの 場 合 の3H一 チ ミ ジ ン取 り込 み 速 度 は 初 発 菌 濃 度 に よ っ て 異 な っ た,菌
濃 度 を105cells・ml`1に す る と,EG→Sと 同 様 にDNA合 成 活 性 が 徐 々 に 低
下 し た が,菌 濃 度 を103cells・ml'1に 下 げ る と,24時 間 後 で 元 の1.3倍,
48時 間 後 で2.4倍 に 上 が り,72時 間 後 で も3時 間 経 過 時 と 同 程 度 のDNA合 成
活 性 を 認 め た.
基 質 取 り込 み 活 性
EG-cel1を 飢 餓 環 境 に 移 し て24時 間 経 過 し た 場 合 の 通 性 低 栄 養 細 菌(
F-34株 とF-206株)の 初 期 基 質 取 り込 み 速 度 と 富 栄 養 細 菌(UB-33株 とE.
coliK12株)の そ れ を 比 較 す る と,高 濃 度 域(7.5mM)で は 富 栄 養 細 菌
が 速 くな っ た(Table5-4)が,低 濃 度 域(25nM)で は 通 性 低 栄 養 細 菌
の 方 が 速 く な っ た(Table5-5).同 じ 通 性 低 栄 養 細 菌 で も,OG-cel1と
EG→S(24h)の 細 胞 は,更 に 異 な る 取 り込 み 活 性 を示 し た.F-34株 の 場
合,OG-cellの 初 期 取 り込 み 速 度 は,EG→S(24h)の細 胞 と比 べ る と,グ
ル タ ミ ン 酸 で2倍,グ リ シ ン で 約6倍,プ ロ リ ン や ロ イ シ ン な ど は10倍 以
上 速 くな っ た.OG-ce11とEG→S(24h)の細 胞 で 初 期 取 り込 み 速 度 に 変 化
が な か っ た の は グ ル コ ー ス で あ り.い ず れ も 同 じ グ ル コ ー ス 取 り込 み 系






























走 査 型 電 子 顕 微 鏡(SEM)に よ る 細 胞 の 形 態 観 察
F-34株 のEG-cellとEG→S(24h)の細 胞 の 形 態 をSEMに よ っ て 観 察 し た
と こ ろ,前 者 が 桿 菌 状 で あ る の に 比 べ て 後 者 が 球 菌 状 に な り,小 型 化 し
て い る の が わ か っ た(Fig.5-7c,d).同 じF-34株 で も,低 濃 度 有 機 物 環
境 で増 殖 し たOG-cellとOG→S(24h)の細 胞 で は,EG→S(24h)の 場 合 ほ
ど 明 確 な形 態 変 化 は 観 察 で き ず,桿 菌 状 を 保 っ て い た(Fig.5-8b).し
か し.OG-cellを 飢 餓 環 境 で3週 間 以 上 放 置 す る と小 型 化 し,球 菌 状 に な
っ た(Fig。5-8c).
UB'33株 のEG→S(72h)の 細 胞 は,正 常 なEG-cel1と 比 べ る とか な り変
形 し・ 飢 餓 環 境 で 溶 菌 し始 め て い る よ う で あ っ た(Fig.5-9b).3週 間
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細 胞 体 積
SEM像 か ら,様 々 な 有 機 物 濃 度 環 境 に お け る細 胞 体 積 を,そ れ ぞ れ20～
50細 胞 を 無 作 為 に 選 び 出 して 算 出 し,Table5-6に ま と め た.EG-ce11の
細 胞 体 積 は0.66μm3で あ り,EG→Sで6時 間 経 過 後 に は0.26μm3と 半 分
以 下 の 体 積 に な り,24時 間 後 に は さ ら に 半 量 の0.12μm3に 減 少 し た.
OG-cellの 細 胞 体 積 は0.19μm3で あ っ た.OG→Sで6時 間 経 過 し た 細 胞 の
体 積 は0.24μm3で あ り.24時 間 後 の 細 胞 体 積 は0.18μm3と,細胞 体 積













透 過 型 電 子 顕 微 鏡(TEM)に よ る 観 察
通 性 低 栄 養 細 菌F-34株 を,EG,EG→S(24h),OG,とOG→S(24h)の
4つ の 異 な る 環 境 に 置 き.そ れ ぞ れ の 細 胞 のTEM像 をFig.5-10に 示 し た.
EG-ce11で は.細 胞 内 に 多 く の 電 子 密 度 の 高 い 穎 粒 状 の 物 質 を 認 め た.
EG-cellと 比 べ,EG→S(24h)の細 胞 に は 穎 粒 状 物 質 を あ ま り認 め ず,ペ
リプ ラ ズ ム 空 間 が 拡 大 して い た(細 胞 質 の 消 失).OG-cellはEG→S(24
h)の 細 胞 よ り も,EG-cel1と 似 た 形 態 を 示 し た.OG→S(24h)の 細 胞 も
OG-cellと 比 べ る と,や や ペ リ プ ラ ズ ム 空 間 が 拡 大 し て い る が,EG→S






























外 洋 水 中 の 従 属 栄 養 細 菌 群 が 利 用 で き る 溶 存 態 有 機 炭 素(BDOC)量 は,
20～350μgc/1と 極 め て 少 な い(第1章 参 照).こ の よ う に 利 用 可 能 な 有
機 物 が 希 薄 な 環 境 で の 従 属 栄 養 細 菌 群 の 生 存 戦 略 と し て は,本 章 の 緒 言
に 述 べ た(1)飢 餓 生 存(Starvation-Survival),(2)付着,(3)低
栄 養 増 殖(01igotrophicGrowth)が考 え ら れ る.外 洋 海 水 中 で(2)の
戦 略 を と る 細 菌 群 は,通 常,全 体 のO.1～4%程 度 と 少 数 派 で あ る(
Alldredgeetal.,1986;第3章3節参 照).し た が っ て,外 洋 域 で 優 占
す る 低 栄 養 細 菌 群 が 取 る 生 存 戦 略 は,残 さ れ た(1)ま た は(3)と い う
こ と に な る.こ こ で は,通 性 低 栄 養 細 菌 のF-34株 を モ デ ル 細 菌 と し て,
外 洋 域 で の 生 存 状 態 を 考 察 し た.
まず,高 濃 度 有 機 物 環 境(ca.300mgC/1)で増 殖 し て い るF-34株 の
EG-cel1と 低 濃 度 有 機 物 環 境(ca。0.3mgC/1)で増 殖 し て い るF-34株 の
OG-cellの 飢 餓 環 境(人 工 海 水 の み)で の 細 胞 に つ い て 比 べ て み る.EG→
sの 場 合,24時 間 後 に は 細 菌 数 が4～5倍 に 増 加 し(Fig.5-1).細胞 体 積
は6時 間 後 でEG-cell(0.66μm3)の約40%,24時 間 後 に は 約20%に 減
少 し(Table5-6),形 態 も桿 菌 状 か ら球 菌 状 へ 変 化 し た(SEM像,Fig.
5-7).こ の 様 な 変 化 は,純 粋 分 離 し た 種 々の 海 洋 細 菌 を 高 濃 度 有 機 物
環 境 で 増 殖 さ せ た 後,飢 餓 環 境 に 移 し た 場 合 に 観 察 さ れ て お り(Novi-
tskyandMorita,1976;Kjelleberge七al.,1982;AmyandMorita.
1983),こ の 現 象 を``増 殖 な き 分 裂(divisionwithoutgrowth)",
'`こ び と 化(d
warfing)",また は`'断 片 化(fragmentation)"と呼 ん
で い る.こ の 現 象 に つ い てTNovitskyandMorita(1977)は.ナリジ
キ シ ン酸 を 用 い た 飢 餓 実 験 か ら,海 洋 細 菌(肢briosp.,Ant-300株)の
fragmen七ationに はDNA合 成 を 必 要 と せ ず,EG状 態 で 保 有 し て い た 染 色 体
を 分 裂 細 胞 に 分 配 す る と推 定 して い る.そ の 後Morita(1985)は,数
種 の 海 洋 細 菌 に つ い て 行 っ た 実 験 か ら,EG-cellを 飢 餓 環 境 に 移 す こ と に
ょ る変 化 は 上 記 の 現 象 の 他 に,細 胞 数 が 直 ち に 減 少 す る 場 合 と 細 菌 数 に
大 き な 変 化 の な い 場 合 の3つ の ケ ー ス に 分 け ら れ る こ と を 示 し た.Nys一
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tr6`mandKjelleberg(1987)は,ある 種 の 海 洋 細 菌(S14株,未 同 定)
の 飢 餓 実 験 で.飢 餓 培 地 中 にDNA合 成 を 阻 害 す る 重 金 属 イ ォ ン(Cd2+)や
ナ リジ キ シ ン 酸 を 添 加 す る と,"増 殖 な き 分 裂"が 起 こ ら ず,生 菌 数 が
減 少 し た こ とか ら,fragmentationの過 程 に はDNA合 成 が 必 要 で あ る と し
て い る.た だ,こ のS14株 のEG→SのDNA合 成 活 性 は,EG→S(150min)で
EG-cellの 約20%,EG→S(6h)では 約2%に ま で 減 少 し,DNA合 成 活 性
は 極 め て 低 い(Nystr6mandKjelleberg,1989).F-34株やF-206株 の 場
合,EG→Sで ナ リジ キ シ ン 酸 を 添 加 し て も,無 添 加 と 同様 に 生 菌 数 が 数 倍
に 増 加 し た が(Fig.5-1c,Fig.5-2),3H一チ ミ ジ ン のDNA画 分 へ の 取 り
込 み は.完 全 に 阻 害 さ れ て い な か っ た(EG-cel1の5～10%).飢 餓 環 境
に 晒 さ れ る 時 間 が 長 い ほ ど,膜 構 造 の 変 化 か ら あ る種 の 抗 生 物 質 に 対 す
る 耐 性 が 強 く な る と い う報 告 が あ る(Strenstroneta1.,1989).F-
34株 の 場 合 も,TEM像 か ら.細 胞 の 膜 構i造 の 変 化 にf半 う,抗 生 物 質 の 透 過
性 の 変 化 に よ る 可 能 性 が 考 え ら れ る.F-211株 は,EG→Sで ナ リジ キ シ ン
酸 に さ ら す と生 菌 数 が 減 少 し た(Fig.5-2).こ の 場 合,3H一 チ ミ ジ ン の
取 り込 み は 完 全 に 停 止 し て い た.こ の 通 性 低 栄 養 細 菌3株 に つ い て 見 る限
り,EG-ce11のfragmentation過程 で は,DNA合 成 活 性 が 必 要 に な る 可 能 性
が 高 い.
富 栄 養 細 菌UB-33株 の 場 合,EG→Sでfragmentationが起 こ らず,直 ち に
生 菌 数 が 減 少 し た(Fig.5-5)。 こ の よ う な現 象 は,富 栄 養 細 菌 の 代 表
格 で あ る 大 腸 菌 で も 報 告 さ れ て お り(Reeveeta1。,1984),上 述 した
Morita(1985)の2つ目 の パ タ ー ン に 当 る.こ の 富 栄 養 細 菌UB-33株 は,
飢 餓 環 境 で 自 己 溶 解(autolysis)を 起 こ して い る よ う で あ り(Fig.
5-9),ス ト リ ン ジ ェ ン ト ・コ ン ト ロ ー ル が 不 十 分 な た め に 細 胞 壁 の 分 解
が 進 行 し た の か も知 れ な い(TuomanenandTomasy,1986)。い ず れ に し
て も,富 栄 養 細 菌 は 低 栄 養 細 菌 に 比 べ る と飢 餓 環 境 で の 生 存 能 力 が か な
り低 い よ う で あ る.
外 洋 水 中 でEG→Sの よ う に,高 濃 度 有 機 物 環 境 か ら 直 ち に 飢 餓 環 境 へ 移
動 す る よ う な 生 息 環 境 の 変 化 が 従 属 栄 養 細 菌 群 に 起 こ る 可 能 性 は.付 着
細 菌 や 魚 類 の 腸 内 細 菌 で も な い 限 りな い で あ ろ う(Kjelleberg,etal,
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,1987).上 述 し た よ う に 付 着 細 菌 は 全 体 の ご く一 部 に す ぎ な い か ら,
外 洋 域 で 優 占 す る低 栄 養 細 菌 群 の 生 存 戦 略 を 知 る に は,EG→Sで な くOG→
Sの よ う な,低 栄 養 環 境 か ら飢 餓 環 境 へ の 移 動 と い っ た 状 況 を 設 定 す る 方
が 現 実 的 で あ る.そ こ で,通 性 低 栄 養 細 菌F-34株 のOG→Sの 場 合 に つ い て
検 討 し た.低 栄 養 か ら飢 餓 へ 移 す と,EG→Sと 同 様 に 生 菌 数 が 数 倍 に 増 加
し た(Fig.5-1d).し か し,F-34株 のOG-ce11で は,飢 餓 環 境 に 移 し て
も細 胞 体 積 の 減 少(Table5-6)や 形 態 の 変 化(桿 菌 状 → 球 菌 状)が 起 こ
ら ず.Ant-300株(NovitskyandMorita,1977),S14株(Mard6net
al.,1985),及びF-34株 のEG-ce11が 飢 餓 環 境 で 起 こ すfragmentation現
象 を認 め な か っ た.F-34株 のOG→Sの 細 胞 の ナ リ ジ キ シ ン 酸 に 対 す る 反 応
もEG→Sと は 異 な っ た.飢 餓 環 境 中 で ナ リ ジ キ シ ン 酸 に さ ら す と,OG→S
(24h)の 細 胞 は,EG→S(24h)の細 胞 と 同 じ よ う にOG-cellの5%前 後
のDNA合 成 活 性 を残 し て い た が,生 菌 数 が 増 加 す るEG→Sと 異 な り,徐 々
に 生 菌 数 が 減 少 し た(Fig.5-1d).OG-cellの飢 餓 環 境 で の ナ リ ジ キ シ ン
酸 に対 す る 反 応 は,EG→Sの 飢 餓 細 胞 よ り も む し ろ,OG-cellやEG-ce11の
よ う な 増 殖 細 胞 に 近 い も の と思 わ れ る.す な わ ち,OG→Sの 場 合.OG-
cellは 飢 餓 環 境 で"増 殖 な き 分 裂"を す る の で は な く,程 度 は 低 い が 増
殖(01igotrophicgrowth)状態 に あ る と考 え る の が 妥 当 で は な い だ ろ う
か.
本 菌 のOG-cellが 飢 餓 環 境 中 で 増 殖 し て い る こ とを 明 確 に す る た め,初
発 菌 濃 度 に つ い て 検 討 を 加 え た.EG→Sの 場 合,菌 濃 度 を103,10s,107
cells・ml"iと 変 え て もfragmentationが 起 こ り細 菌 数 が 増 加 し た.OG→
Sの 場 合.初 発 菌 濃 度 を7.0×103cells・ml-1にす る と,24時 間 後 に3.1×
104cells・ml'1,72時間 後 に は6.0×10"cells・mr1に増 加 した.と こ ろ
が・ 菌 濃 度 を7.0×105cells・m1』!と100倍に 増 して 飢 餓 状 態 に す る と.
生 菌 数 は 経 時 変 化 し な か っ た(Fig.5-3).こ の よ う な.EG→sとoG→s
の 違 い は・DNA合 成 活 性 に も認 め られ た.す な わ ち,EG→Sの 場 合 は 菌 濃
度 に か か わ らず・24時 間 後 に は 元 の10%以 下 にDNA合 成 活 性 が 低 下 し た.
と こ ろ が・OG→Sの 場 合・ 菌 濃 度 が 高 い と(105cells・ml-1),DNA合 成
活 性 は 元 の20%程 度 ま で 低 下 し た の に 対 して,菌 濃 度 を 低 くす る(103
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cells・m1-1)と,72時間 後 で も3時 間 後 と 同 程 度 のDNA合 成 活 性 を 保 持 し
て い た(Fig.5-6).EG→S(103と105cells・m1'-1)とOG→S(105
cells・ml-1)のDNA合成 活 性 の 変 化 パ タ ー ン は,他 の 海 洋 細 菌 のEG→Sで
のDNA合 成 活 性 の 変 化 パ タ ー ン(M&rd6netal.,1988:Nystr6mand
Kjelleberg,1989)と酷 似 して お り,海 洋 細 菌 が 飢 餓 状 態 に 入 る 時 の 典
型 的 な 現 象 と考 え ら れ る.し か しな が ら,低 い 菌 濃 度(103cells・m1-1)
で のOG→Sの 場 合,72時 間 後 で も細 胞 体 積 や 形 態 に 大 き な 変 化 は な く,生
菌 数 の 増 加 と 共 にDNA合 成 活 性 も 高 く な る こ と か らみ て,OG-cel1が 飢 餓
環 境 で 引 続 き 増 殖 し て い る こ と は 明 か で あ る.
無 機 塩 類 の み の 培 地 を 用 い た 飢 餓 実 験 や 低 濃 度 有 機 物 培 地 に よ る 増 殖
実 験 を 行 う 時 に 注 意 し な け れ ば な ら な い の は,空 気 中 か らの 微 量 の 揮 発
性 有 機 物 の 混 入 で あ る(Geller,1983).本研 究 で 使 用 し た ガ ラ ス 器 具
は,十 分 に 洗 浄 し,再 蒸 留 水 で ゆ す い だ 上,450℃ で1時 間 以 上 燃 焼 し た.
ま た,飢 餓 実 験 は,テ フ ロ ン ラ イ ナ ー の 付 い た ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ で 三
角 フ ラ ス コ の 口 を 閉 じ,振 と う し な い よ う に 注 意 して.静 置 培 養 を 行 っ
た.し た が っ て,空 気 中 の 有 機 物 が 溶 け込 む 可 能 性 は.一 定 時 間 毎 に フ
タ を 開 け て 試 料 の 採 取 を行 う と き ぐ ら い で あ る.こ の と き に 溶 け 込 む と
して も,OG-cel1が 利 用 す る ご く 一 部 と考 え る.SchmidandAlexander
(1985)は,100μg/1(フェ ノ ー ル)で 前 培 養 し たPseudgmp玩a旦一 Ω週p-一
堕 胆 雌 を,有 機 物 の 混 入 が な い よ う に 厳 密 に 調 製 した 無 機 塩 類 の み の 培
地 に 接 種(102cells・m1-1)する と,24～30時 間 後 に 生 菌 数(CFU/m1)
が105cells・m1『1に 達 す る こ と を 報 告 し て い る.彼 ら は,無 機 塩 類 の 培
地 に10μg/1～100mg/1の フ ェ ノ ー ル を 添 加 し,そ れ ぞ れ の 培 地 で の 生
菌 数 の 増 殖 を 調 べ る こ と で,い か に 厳 密 な調 製 法 を と っ て も,約50μg
C/1の 不 明DOC(UDOC,UncharacterizedDOC)が無 機 塩 類 の み の 培 地 に 溶
け 込 ん で い る と 推 定 して い る.OG→SでF-34株 は,細 菌 数 が7.0×103
cells・ml-1(Oh)から,6.Ox104cells・m1-1(72h)に増 加 し て い る
(Fig.5-3).飢餓 培 地 中 で 増 加 し た 細 胞 数(∠N)は,5.3×10acel!s
・ml-1で あ る.こ の と き の 細 菌 細 胞 の 体 積(V)を0.19μm3と し(
Table5-6),細 胞 体 積 当 り の 炭 素 量(f)を5.6×10-13gC・ μm3(
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Bratbak,1985)とす る と,飢 餓 環 境 でF-34株 のOG-cellが 体 構 成 成 分 と
し て 取 り込 ん だ ∠DOC量 は,∠1DOC・ ∠】NxV×fか ら,5.6μgC/1と な る・
つ ま り,通 性 低 栄 養 細 菌(F-34株)のOG-cellは,飢 餓 培 地 中 のUDOCの
5.6μgC/1を 利 用 し て,103cells・ml'iから105cells・ml-1近 く ま で 増
殖 し た こ と に な る.OG→Sで 通 性 低 栄 養 細 菌(F-34株)が 到 達 す る 最 大
生 菌 数(最 大 コ ロ ニ ー 計 数 値:MCC.MaximumColonyCount)は.72時間
後 の6.0×104cells・m1'iであ る.Shibataetal.(1986)が,半 導 体
洗 浄 用 の 超 純 水 中 のDOCとMCCと の 関 係 を 調 べ た グ ラ フ か ら,DOCが5.6
μgC/1の と き のMCCを 見 積 る と7.0×104cells・ml-1にな り.こ こ で 得 た
OG→S(72h)の 生 菌 数 と 近 似 し た 値 に な っ た.彼 ら は,半 導 体 の 洗 浄 用
に 繰 り返 し 使 う超 純 水 中 の 微 量 有 機 物 の 除 去 に 低 栄 養 細 菌 を 利 用 し よ う
と して お り,半 導 体 洗 浄 水 中 のDOC量 を 最 終 的 に5μgC/1以 下 ま で 下 げ る
こ と に 成 功 し て い る.こ の5μgC/1が 利 用 可 能 なDOCの 閾 値(七hresh-
hold)と す れ ば,F-34株 のOG-ce11は,外 洋 水 中 に10μgC/1以 上 のBDOC
が あ れ ば,低 栄 養 増 殖 で き る こ と に な る.す な わ ち,EG-cel1は 飢 餓 環 境
に 移 る と,BDOCの 存 在 に か か わ らず"増 殖 な き 分 裂"の 状 態 に 入 る が,
OG-ce11は 飢 餓 環 境 に 極 微 量 存 在 す る,EG-ce11で は 利 用 で き な いBDOCを
効 率 よ く利 用 して,105cells・ml'`1付 近 ま で 増 殖 す る の で あ る.
低 栄 養 細 菌 が 有 機 物 濃 度 の 極 め て 低 い 環 境 で 生 存 し続 け る た め に は,
そ れ を 支 え る だ け の 基 質 取 り込 み 能 力 を 備 え て い な け れ ば な ら な い.多
くの 研 究 者 は,EG→Sの 実 験 系 に よ り,水 生 従 属 栄 養 細 菌 が,環 境 水 中 の
有 機 物 濃 度 の 変 化 に 応 じ て 基 質 取 り込 み 系 を 切 り替 え,外 洋 の よ う な 有
機 物 濃 度 の 希 薄 な 環 境 で の 生 存 を 可 能 に す る と推 定 して い る(Geesey
andMorita,1979;AkagiandTaga,1980;Mδrd6netal.,1987).
こ の 取 り込 み 系 の 切 り替 え が で き な い 海 洋 細 菌 は,飢 餓 環 境 で の 生 存 能
力 が 低 く な る と さ れ て い る(DavisandRobb,1985).ただ,こ れ らの
報 告 は,増 殖 し て い な い が 生 体 維 持 の た め の 活 性 は 持 っ(non-growing
butactive.Kjellebergeta1.,1987)とい う飢 餓 細 胞 を 想 定 し た 実 験
で あ り,低 栄 養 細 菌 の よ う に 増 殖 状 態(OG)に あ る 場 合 を 考 え た も の で
は な い・AzamandCho(1987)は.外 洋 海 水 中 で の 浮 遊 細 菌 の 増 殖 を唱
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え て い る が,そ れ を 裏 付 け る た め の 海 洋 細 菌(分 離 菌 株)の 基 質 取 り 込
み 実 験 は,EG→Sの 条 件 で 行 っ て お り(Nissenetal.,1984),彼 ら の
研 究 も.外 洋 海 水 中 で 増 殖 し て い る 細 菌 の 生 理 状 態 を 十 分 に 反 映 し て い
る と は 言 い 難 い.従 っ て,本 研 究 で 明 ら か に し た よ う に,外 洋 域 で 優 占
す る の が 低 栄 養 細 菌 群 で あ る こ と を 考 慮 す る と,低 栄 養 環 境 で 増 殖 し て
い る 細 菌(OG-ce11)を 用 い た 実 験 が 必 要 に な る.OG状 態 の 細 菌 を 用 い た
実 験 で は,Ishidaetal.(1982)が,淡 水 性 の 通 性 低 栄 養 細 菌(Aero一
皿onassp.)を 高 濃 度 有 機 物 培 地(2.7耐,グル タ ミ ン 酸)で 培 養 し た 場
合(H-cell)と,低 濃 度 有 機 物 培 地(O.11μM,グ ル タ ミ ン 酸)で 培 養
し た 場 合(L--ce11)に つ い て,グ ル タ ミ ン 酸 の 取 り 込 み 活 性 を 調 べ て い
る.彼 ら は.L-cellがH-cellに 比 べ 低 濃 度 域 で よ り効 率 的 な 取 り 込 み 系
を 持 っ こ と を 示 し,通 性 低 栄 養 細 菌 が 低 栄 養 な 湖 沼 や 海 洋 で 効 率 よ く増
殖 す る と し て い る.本 研 究 で も,EG→Sの 実 験 に よ り,通 性 低 栄 養 細 菌(
F-34株)が,富 栄 養 細 菌(uB-33株E.coliK12株)に 比 べ,低 濃 度 域
(nM)で 高 い 取 り 込 み 活 性 を 持 っ こ と を 示 し た が,同 じ 通 性 低 栄 養 細 菌
で も,OG-cel1とEG→S(24h)の 細 胞 を 比 べ る と,OG-cellの 方 が.更 に
高 い 基 質 取 り込 み 能 力 を 持 っ こ と を 認 め た(Table5-5).す な わ ち.飢
餓 細 胞 の 更 に 活 性 化 さ れ た 状 態 がOG-ce11で あ り,こ のOG-cellの 持 つ 効
率 的 な 基 質 取 り 込 み 系 が,外 洋 域 で の 低 栄 養 細 菌 群 の 増 殖 を 支 え て い る
の で あ る.
熊 野 灘 の 現 場 外 洋 水 中 の グ ル タ ミ ン 酸 と グ リ シ ン のfluxrate(細 菌 細
胞 当 り の1日 の 取 り込 み 量)は,そ れ ぞ れ2.2×10-4pmol・d曽1・cell"i
(=9.1×10-9nmo1・h-1・cellJ1)と,2,0×10-4pmo1・d-1・cell¶1(
・8.3×10-9nmol・h-1・cel1"i)で あ っ た(第4章 参 照).室 内 の 培 養
実 験 で は,通 性 低 栄 養 細 菌(F-34株)の25nMで の グ ル タ ミ ン 酸 と グ リ シ
ン の 初 期 取 り 込 み 速 度 は,OG-ce11の 場 合.そ れ ぞ れ5.4×10'4pmo1・
d't・cell-!と2.5×10-4pmol・d-1・cell'iで あ り,飢 餓 細 胞(EG→
S,24h)の 場 合,そ れ ぞ れ2.5×10-4pmol・d'i・cell"iと0。4×10'4
pmol・d"i・cell-1で あ っ た,グ ル タ ミ ン 酸 は,OG-cel!も 飢 餓 細 胞 も
共 に 現 場 のfluxrateと 近 似 し た 値 に な っ た が,グ リ シ ン の 場 合 は.OG一
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cel1の 方 が 飢 餓 細 胞 よ り も 現 場 のfluxrateと 近 似 し た 値 を 示 し た.こ の
こ と か ら も,外 洋 域 の 従 属 栄 養 細 菌 群 の 状 態 を 考 え る 場 合,"Starva"
tion-Survival"より も"OligotrophicGrowth"の 概 念 の 方 が,よ り 現
場 を 反 映 す る と 思 わ れ る,
F-34株 のTEM像 に も,EG,EG→S,OG.とOG→S,の そ れ ぞ れ の 特 徴 が 表
て い る(Fig.5-10).EG-cellに は,多 数 の 電 子 密 度 の 高 い 穎 粒 状 物 質
を 認 め た(Fig.5-10a)。WiebeandChapman(1968)も,海 洋 か ら 分
離 し たAchromobactersp.を高 濃 度 培 地 で 培 養 し た 細 胞 のTEM像 で,F-34
株 のEG-ce11と よ く 似 た 穎 粒 状 物 質 を 観 察 し て い る.Mard6netal.(
1985)は,海 洋 細 菌(S14株,未同 定)のEG-cellのTEM像 に 認 め た 穎 粒 状
物 質 が,炭 素 源 の 貯 蔵 物 質 のPHB(po!y一 β 一hydroxybutyrate)であ る と
し,こ のEG-cellを27時間 飢 餓 環 境 に お く と,PHBが 消 失 す る と 報 告 し て
い る.F-34株 の 場 合 も,EG→Sで24時間 経 過 後 の 細 胞 に は 穎 粒 状 の 物 質 が
あ ま り 認 め ら れ な く な っ た(Fig.5-10b,c)こ と か ら,こ れ が 栄 養 物 の
貯 蔵 物 質 で あ る 可 能 性 は 高 い。EG→S(24h)の 細 胞 は,細 胞 質 を か な り
消 失 し て お り,EG-cel1と は 全 く 異 な る 様 相 を 呈 し た 。 こ のF-34株 のEG→
S(24h)で のTEM像 は,Cytqp加gajohnsonaeの飢 餓 状 態 の 球 菌 状 細 胞 と
よ く 似 て い た(ReichardtandMorita,1982)."増 殖 な き 分 裂"を し
た 飢 餓 細 胞 の ペ リ プ ラ ズ ム 空 間 が 拡 大 す る と い う 報 告 が あ る(Novitsky
andMorita,1976;M&rd6netal.,1985).F-34株 の 場 合 も,EG→S(
24h)で ペ リ プ ラ ズ ム 空 間 の 拡 大 が 認 め ら れ た。OG-cellで は,EG-cellで
観 察 し た 穎 粒 状 物 質 は あ ま り 認 め ら れ ず.飢 餓 細 胞(EG→S)に 認 め ら れ
た ペ リ プ ラ ズ ム 空 間 の 拡 大 も な か っ た(Fig.5-10d).oG→s(24h)の
TEM像 は,初 発 菌 濃 度 を107cells・ml'iの高 密 度 で 飢 餓 実 験 を 行 っ た 細 胞
系 で 撮 影 し た の で.残 念 な が らUDOCを 利 用 し て 増 え たOG-cel1の 状 態 で は
な い.OG-cel1と 比 べ る と ペ リ プ ラ ズ ム 空 間 の 拡 大 が 少 し 認 め ら れ た が,
EG→S(24h)ほ ど 劇 的 な 変 化 で は な か っ た(Fig .5-10e).
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第3節 摘 要
(1)希 釈 法 に よ り純 粋 分 離 し た 偏 性 低 栄 養 細 菌9株 は,す べ て グ リ シ ン
を 利 用 し た が,酢 酸 を 利 用 し た の は4株 で あ っ た.希 釈 法 に よ る 偏 性 低 栄
養 細 菌 の 分 離 操 作 の 途 中 で 高 栄 養 培 地 で も増 殖 が 可 能 に な っ た 適 応 性 通
性 低 栄 養 細 菌 や 通 性 低 栄 養 細 菌 は,す べ て グ リ シ ン と酢 酸 を 共 に 利 用 し
た.
(2)通 性 低 栄 養 細 菌 は,Vib∫jo-AerQmQnas群を 中 心 に,比 較 的 多 様 な細
菌 相 を 示 し た が,適 応 性 通 性 低 栄 養 細 菌 は,Pseudomonas-Alteromonas群
が そ の70%以 上 を 占 め た.
(3)通 性 低 栄 養 細 菌(F-34株)を 高 栄 養 培 地 で 培 養 し(EG-ce11),飢
餓 環 境 に 移 し た 場 合(EG→S),24時 間 後 に は,細 菌 数 が4～5倍 に 増 加 す
る と同 時 に,細 胞 体 積 は 元 の 約20%ま で 減 少 し,形 態 も 桿 菌 状 か ら球 菌
状 へ と変 化 し た(fragmentation現 象).こ の と き,DNA合 成 活 性 も,EG
→S(24h)で 元 の10%以 下 ま で 低 下 し た.
(4)同 じ通 性 低 栄 養 細 菌 を 低 栄 養 培 地 で 培 養 し(OG-ce11),飢餓 環 境
に 移 し た 場 合(OG→S),生 菌 数 の 増 加 と と も にDNA合 成 活 性 も上 昇 し,
細 胞 体 積 や 形 態 の 変 化 も な く,fragmentation現 象 を 起 こ さ な か っ た.こ
れ は,OG-ce11が,EG・-ce1!では 利 用 で き な い,飢 餓 環 境 に 極 微 量 混 入 す
るDOC(UDOC)を 利 用 して,増 殖 を 続 け て い る こ と に よ る と推 定 し た.
(5)富 栄 養 細 菌 を 飢 餓 環 境 に 移 し た 場 合,fragmentation現 象 を 起 こ さ
な か っ た が,か と い っ て 増 殖 も で き ず,徐 々 に 生 菌 数 が 減 少 し た,
(6)低 濃 度 域(25nM)で の 有 機 基 質 の 取 り込 み 活 性 は,富 栄 養 細 菌 よ
り も 通 性 低 栄 養 細 菌 の 方 が 高 か っ た が,同 じ通 性 低 栄 養 細 菌 で も 飢 餓 細
胞(EG→S)とOG-cel1で は,OG-cellの 方 が さ ら に高 い 活 性 を 示 し た。
(7)現 場 外 洋 海 水 中(熊 野 灘)の グ ル タ ミ ン 酸 と グ リ シ ンのfluxrate
(細 菌 細 胞 当 りの1日 の 基 質 取 り込 み 量)は,そ れ ぞ れ2.2×10'4と2.0×
10-4pmol・d,1・cell"iであ っ た.通 性 低 栄 養 細 菌(F-34株)の グ ル タ
ミ ン酸 と グ リ シ ンの 取 り込 み 活 性 は,飢 餓 細 胞 の 場 合.2.5×10"4と0,4
×10-4pmo1・d-1・cell¶iであ っ た が,OG-cellの 場 合,5.4×10'4と
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2.5xユO"qpmo1・d'i・ce11-iで あ り.
rateと 近 似 し た 値 を 示 し た.
OG-ce11の 方 が よ り現 場 のflux
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第6章 総 括
本研 究 で は,外 洋 域 の 従 属 栄 養 細 菌 群 を外 洋 海 水 と同 程 度 の 低 栄 養 液
体培 地 を用 い た新 し い手 法 で 捉 え,こ れ を 低 栄 養 細菌 群 と し,本 細 菌群
の 生態 ・生 理 を解 明 す る こ とを 試 み た,
得 られ た 結 果 を ま とめ る と以 下 の とお りで あ る:
(1)14C-MPN法(ま たはDC-MPN法)に よ り,熊 野 灘海 域,西 太 平 洋,南
シナ海,南 極 海 等 で 細 菌 の計 数 実 験 を行 っ た結 果,外 洋 域 で は内 湾 域 と
異 な り,従 属 栄 養 細 菌 群 の ほ とん どす べ て が低 栄 養 細 菌,特 に偏 性 低栄
養細 菌 で あ る こ とを 明 らか に した.た だ,外 洋 域 の細 菌 群 の わ ず か0.1～
1%を 占め る付 着細 菌 群(>5μm)で は,富 栄 養 細 菌 ま た は通性 低 栄 養
細 菌 が優 勢 で あ っ た.
14C-MPN法 で は,細 菌 の増 殖 を14C一 有 機 物 の取 り込 み に よ り確 認 す るが,
低栄 養 培地 に 極微 量 添 加 す る14C一 有 機 物 の種 類 を変 え る こ とで細 菌 群 の
持 つ 基質 利 用性 を知 る こ とが で き る.外 洋 域 で 優 占 す る低 栄 養 細 菌 は,
ア ミノ酸 特 に グ リシ ンを よ く利 用す る が,酢 酸 の利 用性 は低 い な ど基
質 特 異性 の高 い こ とが 明 らか に な っ た.
南 極海 の 実験 結 果 か ら,偏 性 低 栄 養 細 菌 の 優 占す る全 海 水 の 細 菌群 と
異 な り,富 栄 養 細 菌 や通 性 低 栄 養 細 菌 の優 占す る付 着 細 菌 群 は,基 質特
異 性 の低 い こ とを確 認 した.
(2)現 場 海 水 中 の基 質 取 り込 み 活 性 を測 定 した結 果,内 湾 域 に比 べ外 洋
域 で は,最 大 基 質 取 り込 み 速 度(Vmax)が 低 く,代 謝 回 転 時 間(Tt)が
長 くな る傾 向 を認 め た.し か し,14C-MPN法 を 用 い てVmax値 を細 菌 細 胞 当
りに換 算 す る(Vmax/cell)と,外 洋域 の低 栄 養 細 菌 の基 質 取 り込 み 活 性
は,内 湾 域 の細 菌 群 と同程 度 も し くは それ 以 上 で あ る こ とが明 らか に
な っ た.
い ずれ の 海 域 に お い て も,グ ル タ ミ ン酸 とグ リシ ンを 用 い た場 合 は,
Michaelis-Mentenの 基 質 飽 和 曲 線 に よ く合致 し,従 属栄 養 細 菌 群 の代謝
活 性 が 高 か っ た.し か し,内 湾 域 と異 な り,外 洋 域 で は グ ル コー ス,グ
リコ ール酸 そ して 酢 酸 に対 す る活 性 が低 くな る傾 向 を 認 め た.最 も特
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徴 的 な の は,外 洋 域 の 試 料 の 半 数 以 上 が 酢 酸 に 対 す る 取 り込 み 活 性 を ま
っ た く示 さ な か っ た こ と で あ る.こ れ は,14C-MPN法 に よ り 明 ら か に し た
外 洋 域 の 低 栄 養 細 菌 が 持 っ 高 い 基 質 特 異 性 と一 致 し,低 栄 養 細 菌 の 存 在
の 重 要 性 を 示 す.
(3)希 釈 法 に よ り偏 性 低 栄 養 細 菌 の 純 粋 分 離 を 試 み た.偏 性 低 栄 養 細 菌
29株 中20株 の 細 菌 が 分 離 操 作 の 過 程 で 適 応 に よ り,高 栄 養 培 地 に も増 殖
可 能 な 通 性 低 栄 養 細 菌(適 応 性 通 性 低 栄 養 細 菌)と な っ た.適 応 し な か
っ た 偏 性 低 栄 養 細 菌9株 と適 応 性 通 性 低 栄 養 細 菌17株 さ ら に 寒 天 平 板 法
で 分 離 し た 通 性 低 栄 養 細 菌17株 の 酢 酸 と グ リ シ ンの 利 用 性 を 調 べ た.偏
性 低 栄 養 細 菌9株 は す べ て グ リ シ ン を 利 用 し た が,酢 酸 を 利 用 す る 菌 株 は
9株 中4株 で あ っ た.適 応 性 通 性 低 栄 養 細 菌17株 と 通 性 低 栄 養 細 菌17株 は,
す べ て 酢 酸 と グ リ シ ン を共 に 利 用 した.常 法 に 従 い,適 応 性 通 性 低 栄 養
細 菌17株 と通 性 低 栄 養 細 菌17株 の 分 類 を 行 っ た.通 性 低 栄 養 細 菌 は,Vi
b工i¢-Ae二qlmq腿S群 の ほ か,Fl◎hPbaCt£rium属,PseudomQPas-Alteromona
S群,山caligenes属 な ど細 菌 相 が 多 様 で あ っ た の に 対 し,適 応 性 通 性 低
栄 養 細 菌 は70%以 上 がPSe岨 Ω皿poas-Alteromonas群 に 占 め ら れ て い た,
通 性 低 栄 養 細 菌(F-34株)を 高 栄 養 培 地 で 増 殖 さ せ た(EG-cell)後,
飢 餓 環 境 へ 移 し た 場 合(EG-・S).ま た 低 栄 養 培 地 で 増 殖 さ せ た(OG-
cell)後,飢 餓 環 境 へ 移 し た 場 合(OG→S).につ い て 増 殖 の 特 性 や 基 質
取 り込 み 活 性 を 調 べ た.EG→Sで は,24時 間 後 に は 細 菌 数 が4～5倍 に 増 加
し,細 胞 体 積 は 元 の 約20%ま で 減 少 し,形 態 も 桿 菌 状 か ら球 菌 状 へ と変
化 し た(fragmentation現 象)。 この と き,DNA合 成 活 性 も,EG→Sで24時
間 後 に は 元 の10%以 下 ま で 低 下 し た.と こ ろ が,OG→Sの 場 合,細 菌 数
の 増 加 と共 にDNA合 成 活 性 も上 が り,細 胞 体 積 や 形 態 の 変 化 も な か っ た.
こ れ は.EG-cellで は 利 用 で き な い 飢 餓 環 境 に極 微 量 混 入 し たDOCを 利 用
し てOG-cellが 飢 餓 環 境 で も 引 続 き増 殖 す る こ と に よ る と 推 定 し た,富 栄
養 細 菌 を 飢 餓 環 境 に 移 し た場 合 は,fragmentation現象 を 起 こ さ ず,徐 々
に 生 菌 数 が 減 少 し た.外 洋 海 水 中 の 細 菌 群 の 生 存 状 態 を 模 式 図 的 に ま と
め る とFig.6-1の 様 に な る.
低 濃 度 域(25nM)で の 基 質 取 り込 み 活 性 は,富 栄 養 細 菌 よ り も 通 性 低
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栄 養 細 菌 の 方 が 高 か っ た が.同 じ 通 性 低 栄 養 細 菌 で も,EG→Sの 飢 餓 細 胞
とOG-cellで は,OG-cellの 方 が さ ら に 高 い 活 性 を 示 し た.
現 場 外 洋 海 水 中(熊 野 灘)の グ ル タ ミ ン 酸 と グ リ シ ン のfluxrate(細
菌 細 胞 当 り の1日 の 基 質 取 り 込 み 活 性)は,そ れ ぞ れ2.2×10　 4と2.0×
10'4pmol・d'i・cell'iで あ っ た.通 性 低 栄 養 細 菌(F-34株)の グ ル タ
ミ ン 酸 と グ リ シ ン の 取 り 込 み 活 性 は,飢 餓 細 胞 の 場 合,2.5×10"'4と0.4
×10-4pmo1・d-1・cell-1で あ っ た が,OG-cellの 場 合.5.4×10-4と
2.5×10-4pmol・d-1・cell`iで あ り,OG-cellの 方 が よ り 現 場 のflux
rateと 近 似 し た 値 を 示 し た。
以 上 の こ と か ら,外 洋 海 水 中 の 低 栄 養 細 菌 の 生 存 状 態 を 考 え る 場 合,
"
starvation-surviva1"より も,"oligotrophic-growth"の 概 念 の 方
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本 研 究 に 当 た り,終 始 ご懇 篤 な る ご 指 導 とこ 鞭達 を賜 った,京 都 大 学
農 学部 教 授 石 田祐 三 郎 先 生 に心 か らお礼 を 申 し上 げ ま す.
また,本 研 究 の機 会 を与 え られ,研 究 遂行 に ご理 解 とこ鞭 樋 を賜 っ た,
近 畿 大学 農 学 部 教 授 河合 章 先 生,な らび に京 都 大 学 名 誉 教 授 門 田
元先 生 に深 く感 謝 の 意 を表 し ます.
本 研 究 の遂 行 に 当 た り。 多 くの御 助 言 と御 協 力 をい た だ い た.三 重 大
学名 誉 教授 林 孝 市 郎先 生,三 重 大 学 教 授 菅 原 庸 先 生,京 都工 芸
繊 維 大学 教 授 原 三 郎 先 生,京 都 大 学 助 教 授 内 田 有 恒 先生,京 都 大
学助 手 左 子 芳 彦 博 士,高 知 大学 助 教 授 深 見 公 雄 博 士,京 都 大学 農 学
部 水 産微 生 物 学 研 究 室 の諸 先 輩 お よび 神 戸 正 彦 氏,浅 井 正 秀氏,吉 永 郁
生氏,近 畿 大学 講 師 来 田秀 雄 先 生,な らび に近 畿 大学 農 学部 水 族 環 境
学 研 究室 の卒 業 生 諸 氏 に深 く感 謝 致 し ます.
最 後 に,野 外 調 査 の 際,御 協 力 を賜 っ た練 習 船 勢 水 丸(三 重 大 学 所 属)
,研 究 船 白鳳 丸(東 京 大 学 海 洋 研 究 所 所 属)の 船長,士 官.船 員 の皆 様
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